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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiologische Ohemie erscheint in 
Banden zu 6 Heften. Preis des Bandes 13.50 Mark. 
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Fachpresse herausgegebenen Richtlinien. Demnach fallen ,,Bd.‘‘ und ,,8.‘‘ fort. (Zitiert 
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wird am besten dic angezogene Seite.) Namen, die im Text stehen, 
fehlen, von Vornamen geniigt der Anfangsbuchstabe. 
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Uber die enzymatische Spaltbarkeit der Prolinpeptide. II.’) 
Von 
W. Grassmann, 0. v. Schoenebeck und G. Auerbach. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Mai 1932.) 


Theoretischer Teil. 


Wir haben dariber berichtet!), daB Prolyl-glycin und Proly!- 
glycyl-glycin durch Hefeausziige und auch durch rohe, lediglich 
vom tryptischen Anteil befreite Erepsinlésungen aus Darm ge- 
spalten werden, wahrend mit Trockenpraéparaten der Dipeptidase 
und der Amino-polypeptidase aus Hefe oder auch mit solchen des 
ereptischen oder des tryptischen Enzymgemisches tierischer Her- 
kunft keine Spaltung beobachtet wurde. Dieser Befund, zu- 
sammen mit den vorliegenden Erfahrungen tiber den Wirkungs- 
mechanismus der Aminopeptidasen schien uns die Annahme 
einer besonderen, auf die Spaltung von Prolylpeptiden  ein- 
gestellten Peptidase nahezulegen. 

Inzwischen haben E. Abderhalden und O. Zumstein?) 
das Verhalten mehrerer Prolinpeptide gepriift und dabei unsere 
Ergebnisse nicht bestitigen kénnen. Nach den Befunden der 
genannten Autoren werden von den Lésungen des Darmerepsins 
Prolyl-glycin gar nicht, Prolyl-glycyl-glycin und Prolyl-alanin sehr 
wenig, Prolyl-leucin und Prolyl-leucyl-glycin aber rasch und. weit- 
gehend gespalten. Danach wiirden die einzelnen Prolylpeptide 
in bezug auf ihre enzymatische Angreifbarkeit ohne ersichtliche 
Regel voneinander unterschieden sein, ihr Verhalten wiirde ein 
iiberzeugendes Beispiel fiir die ,,vollkommene Launenhaftigkeit* 
sein, die nach A. Fodor?) fiir die Spezifitét der Peptidasen 





1) W. Grassmann, H. Dyckerhoffu. O. v.Schoenebeck, Ber. chem. 
Ges. 62, 1307 (1929). 

2) Fermentforsch. 12, 341 (1931); vgl. auch Fermentforsch. 12, 1 (1930). 

8) Biochem. Z. 228, 101 (1930), und zwar S. 106. 
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kennzeichnend sein soll. Versuche mit Enzymtrockenpriparaten 
sind von Abderhalden und Zumstein nicht ausgefihrt 
worden. 

Wir haben daher unsere Versuche wieder aufgenommen und 
unter Heranziehung weiterer Prolylpeptide und weiterer Enzym- 
materialien erginzt. Die friiheren Ergebnisse waren auch mit den 
neu gepriiften Peptiden durchaus zu bestatigen: Von den rohen 
Erepsinlésungen, sowie auch von Peptidaselédsungen aus Milz, 
Leber, Niere, Lunge und Hefe wurden die séimtlichen gepriften 
Peptide, nimlich Prolyl-glycin, Prolyl-glycyl-glycin, Prolyl-alanin 
und Prolyl-leucyl-glycin ausnahmslos kriftig und weitgehend ge- 
spalten; die Spaltungsgeschwindigkeit war bei allen Peptiden von 
der gleichen GréBenordnung, und zwar beispielsweise 1/, so groB 
wie bei Leucyl-glycyl-glycin. Die gepriiften, gegeniiber Leucyl- 
glycin bzw. Leucyl-glycyl-glycin stark wirksamen ‘T'rocken- 
priparate der Dipeptidase und der Amino-polypeptidase zeigten 
héchstens eine ganz geringfiigige Wirksamkeit gegen Prolyl- 
peptide, die durch 1Imaliges Umfallen véllig zum Verschwinden 
gebracht werden konnte. Das Verhalten der gepriiften Prolyl- 
peptide ist also ein iibereinstimmendes; es entspricht unseren 
friiher mitgeteilten Befunden. 

Kir die abweichenden Befunde von Abderhalden und 
Zumstein mag zum Teil der Umstand maBgebend sein, daB die 
von ihnen angewandten Peptide, die im Gegensatz zu simtlichen 
von uns dargestellten durchwegs noch positive Ninhydrinreaktion 
zeigten und teilweise (Prolyl-glycyl-glycin und Prolyl-alanin) nur 
amorph waren, noch organische Verunreimigungen enthalten 
haben kénnen. Wichtiger erscheint uns aber ein anderer Punkt, 
den wir seiner allgemeinen Bedeutung wegen besonders hervor- 
heben médchten: Die Mehrzahl der von den genannten Autoren 
angewandten Peptide sind nach dem bei Peptidsynthesen vielfach 
iiblichen, aber vom enzymchemischen Standpunkte aus keimeswegs 
unbedenklichen Silbersulfatverfahren von dem nebenher ent- 
stehenden Ammoniumhalogenid befreit worden. Dabei bleibt min- 
destens eine der Léslichkeit des Silberhalogenids entsprechende 
Ag-Menge in Lésung, haufig aber wohl auch mehr, weil die Léslich- 
keit des Silberhalogenids in Gegenwart von Aminosiuren und 
Ammonsalz erhéht sein kann. Das den Priaparaten anhaftende 
Silber wird durch Umkrystallisieren nur schwer, bei amorphen 
Priiparaten wohl wberhaupt nicht vollstaindig zu entfernen sein. 
Nun wird die Spaltung der von uns untersuchten Prolylpeptide, 
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iubrigens auch diejenige anderer Peptide!), durch Ag-Konzen- 
trationen von 10-® vielfach schon recht merklich, durch soleche 
von 10-4 Mol/Liter in allen Fallen schon zum gréBten Teil ge- 
hemmt. Es geniigt beispielsweise das zu den Versuchsansitzen 
benutzte Wasser mit gut ausgewaschenem Chlorsiiber zu schiitteln, 
um die Spaltungsgeschwindigkeit auf etwa 1/,) herabzusetzen. 

Fir die Kennzeichnung eines spezifisch auf die Spaltung von 
Prolyl-peptiden eingestellten Fermentes (,,Prolinase‘‘) wiire es 
wiinschenswert, die begleitenden Peptidasen von dem Enzym ab- 
zutrennen oder doch wenigstens ihre Wirksamkeit zu unterdriicken. 
Dies ist bisher nur unvollkommen gelungen. Annihernd frei von 
Polypeptidase, aber nicht frei von Dipeptidase, konnten wir in 
einigen Beispielen die Prolinase aus Lunge durch Fillung mit 
Aceton-Ather bei ph = 5,5 bis 6,0 gewinnen. Andererseits ist 
die Prolinase von der Dipeptidase auf Grund ihrer geringeren 
Kmpfindlichkeit gegen Blausiiure zu unterscheiden. Adsorptions- 
versuche, die mit mehreren Tonerdesorten sowie mit Ferrihydroxyd 
und Hamatit ausgefiihrt wurden, ergaben kein entscheidendes E[r- 
gebnis. Von Kaolin und Tonerde C, wird die Prolinase deutlich 
stirker adsorbiert als Dipeptidase und Amino-polypeptidase; 
dementsprechend findet man das Enzym in den Elutionen aus 
dem y-Hydroxyd gegeniiber den beiden anderen Peptidasen an- 
gereichert. 

Experimenteller Teil. 


1. p,,-Abhangigkeit der Prolyl-glycinspaltung; Bestimmungsmethode. 
Die Spaltung des Prolyl-glycins, das in der Mehrzahl unserer 
Versuche als Substrat zur Bestimmung der Prolinase Anwendung 
fand, erfolgt optimal bei etwa po = 7,6 (Tab. 1 und Fig. 1), das 
prolyl-glycinspaltende Ferment unterscheidet sich also in dieser 
Hinsicht nicht wesentlich von anderen Dipeptidasen. Die Reaktion 
verlauft bis zu ziemlich hohen Spaltungsgraden in erster An- 
naherung linear. 

In der Versuchsprobe von 0,2 ccm sind enthalten: 0,04 cem Glycerin- 
auszug aus Darmschleimhaut und 3,4 mg Prolyl-glycin; py = 7,6, eingestellt 
mit m/10-Ammoniak—Ammonchloridpuffer. Der vollkommenen Aufspaltung 
entspricht ein Aciditaétszuwachs von 1,00 cem n/100-KOH. 


Spaltung nach 13/, l 2 3 4 24 76 Stunden 
entsprechen 0,14 0,26 0,50 0,67 0,94 1,00 1,00 cem n/100-KOH. 





1) Fiir eine praktisch vollkommene Hemmung der Dipeptidase aus Niere 
oder Hefe fanden wir in allen untersuchten Beispielen eine Ag’-Konzentration 
von 10-4 Mol/Liter ausreichend. Etwas weniger stark hemmten Cu” und Ni”. 

1* 
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Tabelle 1. 
Spaltung des Prolyl-glycins bei wechselnder [H’]. 
In der Titrationsprobe von 0,2 ccm sind enthalten: 0,04 cem Glycerinauszug 
aus Darmschleimhaut, 3,4 mg Prolyl-glycin. py eingestellt durch m/30-Primar- 
phosphat mit wechselnden Mengen von NH,. t = 40°. 














—_——— =" Spaltung nach 1 Stunde 

PH, YB PH; (cem n/100-KOH) 
5,0 5,1 0,07 0,10 
6,7 6,5 0,45 0,46 
7,5 7,8 0,47 0,50 
8,4 8,4 0,42 0,42 
9,5 9,5 0,15 








Ausfiihrung der Versuche: Die Messung der Enzymwirkung erfolgte 
durch Titration in alkoholischer Lésung nach der Mikromethode von W. Grass- 
mann und W. Heyde!?), die sich gut bewahrt hat. In einem Kélbchen von 
1 cem wurden 0,1 Millimol d,l-Peptid (z. B. 17,2 mg Prolyl-glycin) in der zur 
Einstellung von py = 7,6 erforderlichen Menge von NH, und wenig Wasser 
gelést, 0,2 cem m/5-Phosphatgemisch hinzugefiigt und nach Zugabe einer 
geeigneten Enzymmenge, z. B. 0,2 cem Glycerinauszug aus Darmschleimhaut 
(1:5) zur Marke aufgefiillt. Die Messung der Hydrolyse erfolgte durch Ent- 
nahme von 0,2 cem-Proben, die in alkoholischer Lésung mit n/100-KOH 
(spater mit n/50-KOH) titriert wurden. Fehlergrenze des Gesamtversuches 
etwa 0,03 ecm n/100-KOH. 


: 








oS 











0,2 
\ g|s 


ph-2— 6 if 8 9 10 


Py-Abhingigkeit der Prolyl-glycinspaltung. 





























1) Diese Z. 188, 32 (1929). 








Uber die enzymatische Spaltbarkeit der Prolinpeptide. II. 5 


Als vorlaiufige Einheit bezeichnen wir das 10fache derjenigen 
Enzymmenge, die innerhalb von 2 Stunden die in 1 ccm unseres 
Versuchsansatzes enthaltene Menge des 1-Peptids (4/.) Millimol) 
zur Halfte spaltet. 

2. Einwirkung verschiedener Enzymmaterialien auf Prolinpeptide. 
Kin die Spaltung von Prolyl-glycin bewirkendes Ferment ist 
nach den Versuchen der Tab. 2 in nahezu allen von uns unter- 


Tabelle 2. 


Prolinasewirkung verschiedener Enzymausziige. 








Enzymmaterial 


Glycerinauszug aus 
Leber (1:3) . 
Glycerinauszug 
Lunge (1:5). 
Glycerinauszug 
Lunge (1:5). 
Glycerinauszug 
Niere (1:2) . 
Glycerinauszug aus 
Milz (1:5). 
Glycerinauszug aus 
Darmschleinhaut 


aus 
aus 


aus 


(1:5), 20 Tage alt . 
Desgl., 2 Monate alt . 


Glycerinauszug aus 
Darmschleimhaut 
(1:5). 

Glycerinauszug aus 
Gehirn (1:3) 

Neutralautolysat aus 
Bierhefe .. . a) 

b) 


f 





Prolinase 


['Titr.-Probe 
0,4 ccm, 
enth. 6,8 mg 
Prolyl-glycin, 
0,08 cem 
Enzymlésung; 
pu = 7,6, 
eingestellt mit 
m/30-Phosphat] ; 
1 Stunde 
(ccm n/100-KOH) 


1,48 
0,91 
0,60 
0,87 
0,80 
0,60 
0,60 
0,26 
0,03 


0,44 
0,403) 





Dipeptidase 


| Titr.-Probe 
2 ccm, 
enth. 0,2 cem 
Enzymloésung; 
Bedingungen der 
Dipeptidase- 
bestimmung ]') 


(cem n/20-KOH) 


2,30 


1,30 
0,33 


0,56 





Amino- 

polypeptidase 
| Titr.-Probe 

2 cem, 
enth. 0,4 cem 
Enzymlosung ; 

Bedingungen der 

Polypeptidase- 
bestimmung | *) 


(com n/20-KOH) 


2,00 


1,64 


. 1) Vel. R. Willstatter u. W. Grassmann, Diese Z. 153, 250 (1926), 


und zwar S. 264. 


2) Vel. W. Grassmann u. H. Dyckerhoff, Diese Z. 175, 18 (1928), 


und zwar S. 28. 


3) Substrat im Versuch b): Prolyl-alanin. 
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suchten Organen in mehr oder weniger groBer Menge nachweisbar. 
Nur in einem Glycerinauszug aus Gehirn, dessen Peptidasewirkung 
auch sonst besonders schwach war, haben wir das Spaltungs- 
vermogen fiir Prolyl-glycin vermifit. Stets findet man neben dem 
prolyl-glycinspaltenden Enzym noch gewohnliche Dipeptidase und 


Tabelle 3. 
Verhalten verschiedener Prolinpeptide gegeniiber Enzympraparaten der 
ereptischen Gruppe. 


(Saimtliche Angaben der Tabelle beziehen sich auf die Titrationsprobe von 
0,2 cem. Der Aufspaltung einer Peptidbindung im 1-Peptid entspricht in allen 
Fallen ein Aciditaétszuwachs von 0,50 cem n/50-KOH.) 





Spaltang mit 
_ Spal. Dinew- ‘Polyp pep- | Polypep- 
aasene _— Erepsin- _ tidase- | tidase- | tidase- 
(0,02 Millimol d,l-Peptid) | 2¢1 lésung!)  trocken- | trocken- | prap. 
Y4 um- 
(ean) (0,06 ccm) | prap.?) | prap.°) | gefallt 
(0,32 mg) | (0,16 mg) | (0, 32 mg) 
— = 
Leucyl-glycin. . .... ] 0,30 | 0,40 | 0,02 | 0,02 
Leucyl-glyeyl-glycin  . .- ] 0,10 | 0,00 | 0,32 | 0,30 
Prolyl-glycin . 2 0,09 0,00 — 0,01 | —- 
5) 0,15 0,00 0,00 |. — 
20 0,47 0,06 O08 | — 
Prolyl-alanin . 2 0,11] 0,00 0,00 |—0,01 
5 0,19 0,06 0,03 | 0,00 
20 0,42 | 0,06 | 0,01 
Prolyl-glycyl-glycin . 2 0,16 0,00 | 000 | — 
5 0,37 — | 0,00 | ~- 
20 0,85 0,09 0,08 | —- 
Prolyl-leucyl-glycin!) . . 2 0,05 —0,01 | 0,02 | 0,00 
5 0,18 0,00 —§ 0,04 | 0,00 
20 0,42 0,04 | 0,06 | —0,02 
Blindversuch ohne Sub- | | 
WG 6 ie ew Wa 5 0,00 0,00 |; 0,00 | —— 
20 0,01 001 | O,0O1 | — 








1) Nach E. Waldschmidt-Leitz u. A. Schaffner, a. a. O. 

2) Nach W. Grassmann u. L. Klenk, Diese Z. 186, 26 (1929), und 
zwar 8S. 38. 

3) Nach W. Grassmann u. H. Dyckerhoff, Diese Z. 179, 41 (1928), 
und zwar S. 61. 

4) Mit Riicksicht auf die Schwerléslichkeit dieses Peptids ist die an- 
gegebene Enzym- und Substratmenge hier nicht in 0,2 ccm, sondern in einem 
Titrationsvolumen von 1 ccm gelést. 
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Amino-polypeptidase (Substrat Leucyl-glycin bzw. Leucyl-glycyl- 
glycin). Das gegenseitige Verhialtnis der einzelnen Peptidasen 
schwankt einigermafen, doch sind keine Unterschiede angetroffen 
worden, die fiir die einzelnen Organausziige charakteristisch wiiren. 
Einem héheren Spaltungsvermégen fiir Leucyl-glycin und Leucyl- 
glycyl-glycin entspricht vielmehr im allgemeinen auch eine ver- 
haltnisméBig hohe Wirksamkeit gegeniiber Prolyl-glycin (Tab. 2). 

Die Versuche der Tab. 8 zeigen zuniichst die EKinwirkung 
einer nach dem Verfahren von E. Waldschmidt-Leitz und 
A. Schaffner!) vom tryptischen Anteil befreiten Krepsinlésung 
auf 2 Dipeptide und 2Tripeptide mit endstindigem Prolinstickstoff. 
Mit der angewandten Enzymmenge war die Aufspaltung in allen 
Fallen nach 2 Stunden deutlich, nach 5 Stunden betrug sie zwischen 
30 und 75°/, und nach 20 Stunden war der der Aufspaltung 
einer Peptidbindung entsprechende <Aciditiétszuwachs (0,5 cem 
n/50-KOH) annihernd erreicht, bei Prolyl-glycyl-glycin (infolge 
der weitergehenden Hydrolyse) sogar iiberschritten. Im Gegensatz 
dazu zeigen die Trockenpriparate der Dipeptidase und der 
Amino-polypeptidase (aus Hefe) erst nach der langen Spaltungszeit 
von 20 Stunden eine die Fehlergrenze deutlich wberschreitende 
Wirkung auf die Prolylpeptide, obwohl ihre Wirksamkeit gegen 
Leucyl-glycin baw. Leucyl-glycyl-glycin diejenige der Erepsin- 
losung unter den eingehaltenen Bedingungen sogar wubertrifft. 
Wenn die beiden Praiparate, in gewissem Gegensatz zu mehreren 
friiher mitgeteilten Versuchen?), bei langer Spaltungszeit noch eine 
ganz geringfiigige Wirkung gegeniiber den gepriften Prolyl-pep- 
tiden erkennen lassen, so beruht dies lediglich auf beigemengten 
Spuren von Prolinase, welche die Ausfillung mit Aceton—Ather in 
aktiver Form iiberdauert haben. Wie aus dem Versuch der letzten 
Spalte in Tab. 3 hervorgeht, geniigt eine nochmalige Umfillung, 
um diesen Rest der Prolinasewirksamkeit vollkommen zu_be- 
seitigen. Da’ Trockenpriparate des Darmerepsins, sowie solche 
des Pankreastrypsins (Proteinase + Carboxypolypeptidase) und 
des Papains, Prolylpeptide nicht zu spalten vermégen, haben wir 
schon in unserer ersten Mitteilung an einigen Beispielen belegt. 

3. Bestandigkeit und Adsorptionsverhalten der Prolinase. In 
den Glycerinausziigen, die bei ihrem natiirlichen pu (etwa 6,0) 
aufbewahrt werden, ist das prolyl-glycinspaltende Ferment auch bei 
monatelangem Stehen ebenso bestiindig wie die beiden anderen 


1) Diese Z. 151, 31 (1926). 
*) Ber. chem. Ges. 62, 1307 (1929), und zwar 8. 1309. 
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zum Vergleich herangezogenen Peptidasen. Bei px = 5 und in 
Gegenwart von nur 40°/, Glycerin erfolgt dagegen schon innerhalb 
eines T'ages deutliche Abnahme, bei px = 4,0 vollige Zerstorung 
innerhalb der gleichen Zeit. Dies entspricht ungefahr dem Ver- 
halten der tierischen Dipeptidase und der Polypeptidase unter 
eleichen Bedingungen. Bei alkalischer Reaktion ist die Prolinase 
etwas weniger bestiindig als die Polypeptidase und ungefahr 
ebenso bestiindig wie die Dipeptidase. Es gelingt also nicht, die 
genannten Peptidasen auf Grund von Unterschieden in der Sta- 
bilitét deutlich zu unterscheiden. 


Tabelle 4. 
Bestandigkeit bei verschiedener [H’]. 
(Versuchsbedingungen wie in Tab. 2.) 





























Aufbewah- ; ; ; 
Enzymmaterial rungszeit shad Dipep- | Amino-poly- 
; aera a linase tidase peptidase 
in Std. | bei px 
Glycerinauszug aus Darm- | 
schleimhaut. ..... — | 6,0 |0,40; 0,40 1,50 1,95 
17 | 5,0 0,30 1,00 1,70 
17 | 9,8 0,20 0,70 1,70 
Glycerinauszug aus Darm- | 
schleimhaut. ..... ~~ | GO 0,26 1,30 1,75 
17 3,9 0,00 0,00 0,00 
Glycerinauszug aus Lunge — | 6D 0,45 1,10 0,75 
17 5,0 0,43 1,00 0,70 
17 | 9,3 0,35 0,85 0,71 


Die Erfahrungen tiber hohe Empfindlichkeit des Hnzyms 
gegeniiber Fillungsmitteln gelten fiir die Fallung aus waBriger, 
annihernd neutraler Lésung. Aus unverdiinnten Glycerinausziigen 
aus Lunge konnten wir dagegen bei einer geeigneten, ganz schwach 
sauren Reaktion mit Aceton, Alkohol und Ather Niederschlaige 
abscheiden, die nach dem Trocknen eine verhaltnismaBig hohe 
Wirksamkeit gegen Prolyl-glycin und Leucyl-glycin, aber nur 
geringe Wirkung gegen Leucyl-glycyl-glycin zeigten. 


Zur Ausfallung wurden die mit ein wenig Essigsaure versetzten, aber 
sonst unverdiinnten Glycerinausziige mit der Halfte ihres Volumens an Ather 
und mit dem gleichen Volumen Aceton versetzt und dann Alkohol bis zur 
Phasenmischung zugefiigt. Nach kurzem Stehen in Eis wurden die Nieder- 
schlage abzentrifugiert und mit Aceton und Ather gewaschen. 

So erhielten wir beispielsweise aus 10 cem des in den Versuchen der 
Tab. 2, Zeile 2 verwendeten Glycerinauszuges aus Lunge 93 mg eines Trocken- 
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praparates, dessen Wirksamkeit, unter den Bedingungen der Tab. 2 bestimmt, 
durch die folgenden Spaltungsbetrage gekennzeichnet ist: 

Spaltung von Prolyl-glycin (1,6 mg Enzympraparat in der Titrations- 
probe von 0,4 ccm): 0,46 cem n/100-KOH; 

Spaltung von Leucyl-glycin (1,6 mg Enzympraparat in der Titrations- 
probe von 2 ccm): 0,80 cem n/20-KOH; 

Spaltung von Leucyl-glycyl-glycin (1,6 mg Enzympraparat in der Titra- 
tionsprobe von 2 ccm): 0,06 ccm n/20-KOH. 

Die Fallung erfolgte in diesem Falle bei py = 5,5; Fallungsversuche bei 
pu = 4,2, 5,0 und 7,0 fiihrten zu Praparaten von erheblich schlechterer Wirk- 
samkeit. 


Adsorptionsverhalten: GemiB den Versuchen der Tab. 5 
wird die Prolinase sowohl von Kaolin, wie auch von den gepriften 


Tonerde- und Eisenoxydhydraten, vornehmlich bei schwach saurer 


Tabelle 5. 
Adsorptionsverhalten der Prolinase. 




















Angew | Vol Gehalt Gehalt 
. wil PH y Adsorbens der Restlésung der Elution’) 
Enzym (ccm) : 
Pr.-e Pol.-e Di.-e|Pr.-e Pol.-e Di.-e 
5 cem Glyce- 4,0} 25 45 mg Fe(OH), 13 | 4,0 ; 1,1 
rinauszug 6,0] 25 desgl. 17 | 5,5 | 2,4 : 
aus Darm- 7,0 25 desgl. | 5,5 2,7 
schleimhaut 5,0] 25 54mg Kaolin | 14 | 80 | 33]— |) — | 
mit 3 Pr.-e, | 17,0] 25 desgl. 29! 7,2 | 36 |. _ 
9 Pol.-e und 5,0] 25 | 163mg Kaolin | 0,8 | 12,0 | 2,9] - 
3,7 Di.-e 5,0] 25 | 219mg Kaolin | 0,7 9,2 | 1,1 
int ut 5,0] 28 | 60mg Tonerde C,} 0,5 | 4,2 | Lliill | 07 | 25 
Sanee an 5,0] 28 | 50mg , AlO02) 00 | 00707 13 06 
10 Pree. 4 |5:0| 28 | 60mg ,  B?)}0,7/ 18 | 03/13) 16 | 1,2 
4 8’ Pol a weil 5,0} 28 | 40 mg AIOOH 0,5 3,3 | 0,8 | 0,8 15 1,1 
56 Di.-e 5,0] 28 | 75mg Hamatit | 0,7) 18 09/7/06 1,2 05 
Vv; .* | 





Reaktion kraftig adsorbiert. Die Elution der Adsorbate gelingt 
beispielsweise mittels alkalischer Phosphatmischungen. Von den 
angestellten Adsorptionsversuchen, die indessen ihrer Mehrzahl 
nach nur als Tastversuche zu bewerten sind, lassen nur die mit 
Kaolin und mit Tonerde C, durchgefiihrten eimen deutlichen 
Unterschied im Verhalten der Prolinase und der beiden anderen 


1) Zur Elution diente eine Mischung aus 57 ccm 1°/,igem Diammon- 
phosphat, 3 cem n-NH, und 40 ccm 87°/,igem Glycerin; py = 8,7. 

2) Das Praparat war lange gealtert (vgl. H. Kraut und H. Humme, 
Ber. chem. Ges. 64, 1697 (1931)]. 
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Peptidasen erkennen. Von diesen beiden Adsorbentien wird 
nimlich das prolylglycinspaltende Ferment weit stérker als die 
beiden anderen Peptidasen aufgenommen. In den Versuchen mit 
Kaolin findet man die Prolinasewirkung der Restlésungen sehr 
weitgehend vermindert, die Polypeptidasewirksamkeit erscheint 
aber im Vergleich zur Ausgangslésung sogar deutlich erhoht, 
vermutlich deswegen, weil bei der Adsorption hemmende Begleit- 
stoffe des Knzyms entfernt werden. In den Elutionen aus dem 
Hydroxyd C, ist das Mengenverhiltnis der 3 Peptidasen recht 
erheblich zugunsten der Prolinase verschoben. Die Elution der 
Prolinase aus den Kaolinadsorbaten hat bisher nicht zu befriedigen- 
den Ergebnissen gefiihrt. 

4. Verhalten gegen Enzymgifte. Von den Hnzymgiften, deren 
Kinwirkung auf Prolinase wir gepriift haben, ist wohl am wich- 
tigsten das Silberion, weil Silber als Verunreinigung bei den nach 
dem Silbersulfatverfahren von beigemengtem Halogen befreiten 
Peptiden in Betracht zu ziehen ist. Silbersalze hemmen nach 
unseren Versuchen (Tab. 6) die Prolinase in allen Fallen erheblich, 


Tabelle 6. 


Silberhemmung der Prolinase. 


(Angewandt 0,02 Millimol d,l-Peptid in der Titrationsprobe; Bedingungen der 
Prolinasebestimmung.) 








Vol. d. | Ag*-Konzen- Spaltung nach Stdn. 


Substrat Enzym ee tration’) = (ccm n/50-KOH) 
(com) | (Mol/Liter)} 2 | 4 | 20 
. ; | : ————————— 
Prolyl- 0,04 cem 0,2 0,0 0,15 | 0,29 | 0,50(=100%,) 
alanin Glyc.-Ausz. 0,2 1,0-10-® | 0,15 | 0,28 | 0,48 
aus Darm- 2 1,0-10-4 0,02 | 0,05 | 0,29 
schleimhaut | : | | 
| sctaadin 
Prolyl- , 1,0 0,0 011 | — | 027 
leucyl- i “am | 10 | 10-10- | 004) — | 016 
glycin + cl 1,0 10:10 | 0,05 |} — | 0,14 
re 1,0 1,0-10-* | 0,00 | — | 0,07 














doch ist der Grad der Hemmung abhingig von der Beschaffenheit 
des Enzymmaterials und wohl auch vom angewandten Substrat. 
Bei Verwendung der nach Waldschmidt- Leitz und Schaffner 
gewonnenen Erepsinldsungen (Substrat Prolyl-leucyl-glycin) haben 


1) Angewandt als Ag,SQ,. 














rs of O me 





Uber die enzymatische Spaltbarkeit der Prolinpeptide. UL. 11 


wir noch bei einer Ag-Konzentration von 10-® Mol/Liter eine 
recht erhebliche Hemmung gefunden, wihrend sich bei rohem 
Glycerinauszug und mit Prolyl-alanin als Substrat bei dieser 
Silberkonzentration kein sicher meBbarer Effekt mehr ergab. 
Silber in einer Konzentration von 10-‘ fiihrte in allen Fallen zu 
sehr weitgehender, bei kurzen Versuchszeiten nahezu vollstiéndig 
erscheinender Hemmung. 

Auch die beim Schiitteln mit AgCl in Lésung gehende Ag-Menge geniigt, 
wie der folgende Versuch zeigt, zu einer fast vollstaéndigen Hemmung: 

0,04 ccm Glycerinauszug aus Darm ergaben unter den Bedingungen der 
Tab. 6 in 1 Stunde Prolyl-alaninspaltung entsprechend 0,25 cem n/50-KOH; 
die Spaltung verminderte sich auf 0,02 ccm, nachdem die Pufferlésung und das 
zum Versuch verwandte Wasser mit sorgfaltig gewaschenem AgCl geschiittelt 
worden waren. 

Blausiure, die bekanntlich die Wirkung der Dipeptidase sehr 
kraftig hemmt, zeigt gegeniiber dem prolyl-glycinspaltenden Fer- 
ment einen erheblich geringeren, wenngleich noch deutlichen [in- 
flu8. Durch Blausaurezusatz entsprechender Konzentration ge- 
lingt es, die Leucyl-glycinspaltung vollkommen oder doch sehr 
weltgehend auszuschalten, waihrend die Hydrolyse des Prolyl- 
glycins verhiltnismiBig wenig beeintrichtigt wird. Spaltungs- 
versuche mit Prolyl-alanin, auf deren Wiedergabe wir verzichten, 
ergaben ein ahnliches Bild. Schwefelwasserstoff hemmt die Spal- 
tung aller untersuchten Substrate erheblich, wenn auch in der 
angewandten Konzentration meist nicht ganz vollstindig. 


Tabelle 7. 


Hemmung durch Blauséure und Schwefelwasserstoff. 
(Bedingungen wie Tab. 2.) 





Zu- |Mol/Li- Di- | Amino- 
Enzymmaterial Prolinase poly- 
satz ter peptidase peptidase 
Auszug aus Darmschleim- 
haut, 5 Tage alt. — — 0,40 1,50 1,95 
HCN | 0,02 10,32; 0,30} 0,20 0,90 


Auszug aus Darmschleim- 


haut, 2 Monate alt. 0,60 1,05 


— | . 
HCN | 0,02 |0,37; 0,4010,00; 0,00} 1,15 
Auszug aus Lunge, 6 Wochen 


eG ks ee ow ee ee —-- — 0,45 1,10 0,75 
HCN | 0,02 |0,30; 0,30} 0,00 0,40 
0,33 0,55 1,57 


Auszug aus Lunge 

















H,S | 0,02 | 0,13 0,16 0,82 
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5. Darstellung der Prolinpeptide. Prolyl-glycin und Prolyl- 
glycyl-glycin sind von uns schon gelegentlich unserer ersten Mit- 
teilung!) dargestellt und angewandt, aber bisher nur in einer Disser- 
tationsarbeit?) beschrieben worden. Inzwischen haben E. A bder- 
halden und O. Zumstein’) iber die Darstellung der beiden 
Peptide, von denen sie das Tripeptid allerdings nur in amorpher 
Form in Hianden hatten, berichtet. Wir gehen daher auf die Dar- 
stellung und Beschreibung der angewandten Peptide nur soweit 
ein, als dies zur Ergainzung der vorhandenen Literaturangaben*) 
notwendig erscheint. 

Wir gewannen die Prolylpeptide in allen Fallen durch Um- 
setzung der entsprechenden «,6-Dibromvalerylverbindungen mit 
etwa 25°/,igem Ammoniak in der Kilte. Bei der Aufarbeitung 
wurde aus den schon geschilderten Griinden in allen Fallen auf die 
Anwendung von Silbersalzen grundsatzlich verzichtet und die Ent- 
fernung des Ammonbromids lediglich durch Behandeln mit Alkohol 
erreicht, worin, 1m Gegensatz zu Angaben der Literatur®) die 
untersuchten Peptide in krystallisiertem Zustande ausnahmslos 
unléslich sind. Krwartungsgema8, aber gleichfalls im Gegensatz 
zu Angaben von Abderhalden®), finden wir die Ninhydrin- 
reaktion bei allen reinen Prolylpeptiden negativ. 

Kinige Schwierigkeit bereitet bei der Darstellung des Ausgangsmaterials 
die Aufspaltung des «,d-Dibrompropylmalonesters zur «,d-Dibromvalerian- 
siure, die entsprechend der von E. Fischer gegebenen Vorschrift?) mit konzen- 
trierter wabriger Bromwasserstoffsiure erfolgte. Unter den von E. Fischer 
angegebenen Bedingungen scheint eine ziemlich weitgehende Zersetzung der 
Saure stattzufinden (vgl. dazu die Beobachtungen von Frankel und Kuk); 
das gewonnene Produkt siedet merklich zu tief und reagiert bei der folgenden 
Umsetzung mit PCl; nur trage und unvollstandig. Es ist vorzuziehen, die 
{inwirkung der Bromwasserstoffsiure unter Verzicht auf vollstandige Ver- 
seifung méglichst abzukiirzen, den unverseiften Ester zuriickzugewinnen und 
erneut mit HBr zu behandeln. 

40,8 g «,d-Dibrompropylmalonester wurden mit 100 g einer bei 0° ge- 
sittigten Bromwasserstofflésung unter kraftigem Riihren am RiickfluBkiihler 


1 Stunde zum Sieden erhitzt und die Reaktionsprodukte nach dem Verdiinnen 
mit Wasser in Ather aufgenommen. Die freie Saure wird der atherischen 


1) Ber. chem. Ges. 62, 13807 (1929). 

2) O. v. Schoenebeck, Dissertation. Miinchen 1930. 

3) Fermentforsch. 12, 341 (1931). 

4) Vgl. dazu ferner: R. Willstatter u. Ettlinger, Liebigs Ann. 326, 
99 (1903); E. Fischer u. U. Suzuki, Ber. chem. Ges. 37, 2842 (1904); 
M. Franke] u. 8S. Kuk, Biochem. Z. 226, 221 (1930); A. Fodor, M. Frankel 
u. S. Kuk, Biochem. Z. 229, 28 (1930). 

5) Fermentforsch. 12, 341 (1931). 
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Lésung durch Ausschiitteln mit Sodalésung vollstandig entzogen, nach dem 
Abtrennen wieder in Freiheit gesetzt, in Ather tibergefiihrt und mit Na,SO, 
getrocknet. Die den unverseiften Ester enthaltende erste Atherlésung wurde 
auf dem Wasserbade vom Hauptteile des Athers befreit. Der Ester wird frak- 
tioniert und nochmals mit 100 g HBr in Reaktion gebracht. Die Isolierung der 
freien Saure erfolgte wie nach der ersten Umsetzung. Die vereinigten Ather- 
ausziige werden getrocknet, eingeengt und der Riickstand im Vakuum frak- 
tioniert. Ausbeute an «,d-Dibromvaleriansiure vom Siedebereich 171—174° 
(12mm) 24,4 g = 86°/,d. Th. Die Substanz reagiert, frisch dargestellt, 
lebhaft mit PCl;, wobei das zwischen 122 und 127° (12 mm) iibergehende 
Chlorid in etwa 90°/,iger Ausbeute erhalten wurde. 


d,l-Prolyl-glycin. Zur Darstellung des «,6-Dibromvalery]- 
glycins wurden 10g Chlorid mit 3,2 g Glykokoll in bekannter 
Weise gekuppelt. Das Reaktionsprodukt war nicht in krystalli- 
sierter Form zu erhalten. Zur Uberfiihrung in Prolyl-glycin wurde 
es 2 Tage mit dem 5fachen Gewicht an 25°/,igem Ammoniak 
behandelt, unter vermindertem Druck vom iiberschiissigen NH, 
und durch Ausziehen mit Alkohol vom Ammoniumbromid befreit. 
Durch Umkrystallisieren aus Wasser—Alkohol erhielten wir das 
Prolyl-glycin in kleinen Stabchen, die bei 225—227° unter Zer- 
setzung schmelzen. Ausbeute 64°/,, bezogen auf das angewandte 
Dibromvaleriansiéurechlorid. 

Bei der Titration in alkoholischer Lésung ergaben 30 mg einen Alkali- 
verbrauch von 3,48 ccm n/20-KOH, statt berechnet 3,47 ccm. 

4,910 mg Subst.: 8,783 mg CO,, 3,120 mg H,O. — 2,009 mg Subst.: 
0,283 cem N, (21°, 758 mm). 

C,H,,0,N, Ber. C 48,84 H6,98 N 16,28 
Gef. ,, 48,80 » 7,09 » 16,35. 

a,0-Dibromvaleryl-glycyl-glycin. 13,4 g Dibromvale- 
riansdurechlorid wurden unter guter Kiihlung mit 8,2 g Glyeyl- 
glycin in Gegenwart von NaOH umgesetzt. Die alkalische Losung 
wurde sodann zur Kntfernung einer 6ligen Verunreinigung einmal 
mit Ather ausgeschiittelt und mit n-HCl bis zur kongosauren 
Reaktion angesiuert. Die Krystallisation des Kuppelungsproduktes 
beginnt sofort und kann durch Stehen in Kis vervollstandigt werden. 
Durch Umkrystallisieren aus Methylalkohol konnten wir das bisher 
nur amorph beschriebene!) Produkt in millimeterlangen, bei 153° 
schmelzenden Nadeln erhalten. Ausbeute 11,8 g, d. i. 60°/, d. Th. 


147,2 mg Subst. verbr. in alkoholischer Lésung 8,00 ccm n/20-KOH, 
statt berechnet 7,99 cem. — 4,769 mg Subst.: 5,090 mg CO,, 1,690 mg H,O. 
— 2,460 mg Subst.: 0,161 com N, (28°, 760 mm). 

C,H,,0,N,Br, Ber. C 29,12 H 3,15. N 7,27 
Gef. ,, 28,89 »» 344 5» 7,49. 


1) Abderhalden u. O. Zumstein, a. a. O. 
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d,l-Prolyl-glycyl-glycin. 10 g Dibromvaleryl-glycyl-glycin 
lieBen wir mit 70 com 25°/jigem Ammoniak 2 Tage lang bei 0° 
stehen. Dann wurde im Vakuum zur T'rockne verdampft, und der 
Rickstand zur volligen Entfernung des Wassers noch mehrmals 
in Alkohol aufgenommen und zur Trockne gebracht. Das Reaktions- 
produkt wurde in absolutem Methylalkohol aufgenommen, worin 
es klar in Lésung geht und durch Zusatz von absolutem Athyl- 
alkohol und etwas Ather, der die Fallung vervollstandigt, wieder 
abgeschieden. Nach einigem Stehen unter der Mutterlauge verliert 
der Niederschlag seine Léslichkeit in Methylalkohol. Er wurde 
nun zunichst mit absolutem Athylalkohol wiederholt ausgekocht, 
in wenig Wasser geldést, von einer geringen kolloidalen Tribung 
mit Tierkohle befreit und durch vorsichtige Zugabe von absolutem 
Alkohol unter Reiben zur Krystallisation gebracht. Kleine stern- 
formig angeordnete Nadeln vom Schmelzp. 217° (unkorr.). Aus- 
beute 2,9 g = 489/,d. Th. Zur Analyse wurde nochmals aus 
Wasser—Alkohol umkrystallisiert. 

88,2 mg Subst. verbr. in alkoholischer Lésung 7,64 cem n/20-KOH, 
statt berechnet 7,70 ccm. — 4,919 mg Subst.: 8,450 mg CO,, 2,820 mg H,O. 
— 3,220 mg Subst.: 4,266 cem n/100-H,SO, (Kjeldahl). 

C,H,;0,N, Ber. C 47,16 H 6,55 N 18,34 
Gef. ,, 46,87 »» 6,42 » 18,56. 

Prolyl-alanin und Prolyl-leucyl-glycin haben wir nach 
den von K. Fischer und Suzuki bzw. HE. Abderhalden und 
O. Zumstein gegebenen Verfahren, jedoch unter Vermeidung der 
Silbersulfatmethode gewonnen. Die Higenschaften dieser Peptide 
entsprachen den Literaturangaben, doch war die Ninhydrin- 
reaktion bei den umkrystallisierten Substanzen negativ. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, sowie der Miinchener 
Universitatsgesellschaft danken wir ergebenst fiir die Unter- 
stiitzung unserer Arbeit. 























Uber Hexosediphosphatdehydrogenase und Carboxylase 
in Pflanzensamen. 
Von 
Bengt Andersson. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Mai 1932.) 


I. Wher Hexosediphosphatdehydrogenase in Pflanzensamen. 


Die Dehydrogenasen der Pflanzen und besonders die der 
Pflanzensamen sind von Thunberg und Mitarbeitern unter Ver- 
wendung der Thunbergschen Methylenblaumethode!) in bezug 
auf verschiedene Donatorsubstanzen ausfiihrlich studiert worden.?) 
Unter den spezifischen Dehydrogenasen, die er dabei angetroffen 
hat, ist diejenige, die auf Hexosediphosphat eingestellt ist, von 
besonderem Interesse auf Grund der hervorragenden Rolle, die sie 
bei dem enzymatischen Kohlenhydratabbau spielt. Es ist darum 
anzunehmen, daB sie in Samen vorkommt, zum mindesten in 
solchen, die einen Vorrat von Starke enthalten.*) 

Bei einer umfassenden Priifung hat aber Thunberg mehrere 
derartige Samen aufgefunden, deren Phosphatextrakte keine oder 





1) Oppenheimer-Pincussen, Methodik der Fermente, 5. Aufl., 8.1118. 

2) Vgl. z. B. Thunberg, Uber das Vorkommen einer Hexosediphosphor- 
siuredehydrogenase in Pflanzensamen, Lunds Universitets Arsskrift N. F. 
Avd. 2 Bd. 25 (1929). 

3) Zaleskinimmt an, ,,daB die Phosphatbindung kein normales Zwischen- 
stadium des Hexoseabbaues bei den héheren Pflanzen darstellt** [Zaleski u. 
Pissarjewski, Biochem. Z. 189, 43 (1927)]. Beziiglich der Auffassung Za - 
leskis sei folgendes hervorgehoben. Zaleski findet in seinen Unter- 
suchungen mit unreifen Erbsensamen keine Phosphatbindung, obwohl die 
Alkoholgérung derselben sehr energisch ist. Dabei ist aber zu bemerken, daB 
dieses von Zaleski untersuchte System nicht als typisch kohlehydrat- 
abbauendes System betrachtet werden kann, sondern da hier vielmehr als 
Substrat eine Mischung von verschiedenen Donatoren vorliegt, die eventuell 
von Dehydrogenasen vom Typus z. B. der Succinodehydrogenasen angegriffen 
wird [vgl. Euler u. Steffenburg, Diese Z. 175, 98 (1928)]. Die von mir 
gezogenen Schliisse beziehen sich ausschlieBlich auf reife, starkereiche Pflanzen- 
samen, 
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beinahe keine Methylenblauentfarbung bewirken.!) Nachdem Euler 
und Nilsson in einer gréBeren Reihe von Arbeiten die Bedeutung 
der Co-Zymase bei der Oxydoreduktion im enzymatischen Kohlen- 
hydratabbau der alkoholischen Girung klargelegt haben?), haben 
sie auch zeigen kénnen, daBb die Hexosediphosphatdehydrogenase 
aus den Samen der Jutepflanze (Corchorus capsularis) nur in 
Gegenwart von Co-Zymase wirksam ist.*) Auch ist Co-Zymase in 
Erbsensamen‘), sowie in verschiedenen anderen  pflanzlichen 
Materialien®) nachgewiesen. Uber die Rolle bei sonstigen in 
Pflanzensamen erhaltenen Hexosediphosphatdehydrogenasen 
machen Kuler und Nilsson folgende Aussage: ,,HMs ist wohl wahr- 
scheinlich, daB auch die in anderen Pflanzensamen erhaltene 
Hexosephosphatdehydrogenase von derselben Natur ist. Fur die 
Auffassung tiber die Verbreitung dieser Kohlenhydratredoxase ist 
aber eine systematische Durchpriifung der in verschiedenen 
Pflanzensamen vorhandenen Hexosephosphatdehydrogenase von 
Interesse, und wir werden deshalb gelegentlich auch bei anderen 
bekannten Hexosephosphatdehydrogenasen den EinfluB von Co- 
Zymase untersuchen.“* DaB ein Zusatz von Co-Zymase und noch 
mehr von Co-Zymase und Na-Hexosephosphat die Entfarbungs- 
zeit von Methylenblau mit Weizenmehl wesentlich vermindert, 
war schon friither gezeigt worden.®) Da Thunberg aber in seinen 
oben erwihnten Arbeiten der Bedeutung der Co-Zymase fiir die 
Oxydoreduktion der Hexosediphosphatdehydrogenase keine Auf- 
merksamkeit geschenkt zu haben scheint, so erschien eine Nach- 
prifung der Thunbergschen Untersuchungen unter  Beriick- 
sichtigung der Co-Zymase wiinschenswert. 

1) Thunberg, Uber das Vorkommen einer auf Adenosintriphosphor- 


siure eingestellten Dehydrogenase in Pflanzensamen, Lunds Universitets 
Arsskrift N. F. Avd. 2 Bd. 27 (1931). 

2) Vgl. z. B. Nilsson, Ark. Kemi, Mineral. 0. Geol. 10 A, Nr. 7 (1930); 
Kuler u. Nilsson, Skand. Arch. Physiol. 59, 201 (1930). 

3) Kuler u. Nilsson, Diese Z. 194, 260 (1931). 

4) Zaleski u. Schatalowa-Zaleskaja, Biochem. Z. 201, 190 (1928). 

5) Euler u. Pettersson, Diese Z. 114, 4 (1921); Euler u. Steffen- 
burg, Diese Z. 175, 98 (1928). 

6) Neuenschwander, Biochem. Z. 199, 445 (1928). — Auch Fodor 
und Mitarbeiter haben sich mit dem Dehydrierungsvermégen von Getreide- 
samen beschaftigt. Da die Auffassung Fodors von der Bedeutung des Koch- 
saftes bzw. des Co-Fermentes bei der Dehydrierung etwas unklar ausgesprochen 
ist und er auBerdem mit Hexosephosphat nicht gearbeitet zu haben scheint, so 
beriihren seine Untersuchungen die vorliegende Frage nicht. Fodor u. 
Frankenthal, Biochem. Z. 225, 417 (1930); Fodor, Frankenthal u. 
Biletzky, Biochem. Z. 288, 268 (1931). 
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1. Priifung ruhender Pflanzensamen auf Hexosediphosphatdehydro- 
genase. — Versuchsmethodik. Bei der Priifung auf Hexose- 
diphosphatdehydrogenase bin ich der Methylenblaumethode Thun- 
bergs genau gefolgt. Zur Herstellung des Phosphatextraktes 
wurden die Samen zermahlen und gesiebt und das Mehl wurde mit 
einer 0,43°/,igen Lésung von sekundirem Kaliumphosphat 
(K,HPO,) zerrieben. Dann wurde zentrifugiert und die triibe 
Oberschicht fiir den Versuch verwendet. Zusiitze waren Co-Zymase 
und Na-Zymophosphat. Die Co-Zymase war, wo nicht anders 
bemerkt wird, ein aus Hefekochsaft hergestelltes und durch Fillung 
mit Pb, Hg und 2mal mit Ag gereinigtes Priparat. Sie hatte 
einen ACo-Wert von 30000 und wurde auf Donatorsubstanzen 
geprift durch Vergleich mit einem hochgereinigten Co-Zymase- 
praparat, das ich Herrn Professor Myrbick verdanke. Ein Unter- 
schied wurde dabei nicht gefunden. Das Na-Zymophosphat wurde 
durch Umsetzung von_ ,,Candiolinecalcium‘!' mit Natriumoxalat 
hergestellt. Die Abwesenheit von Oxalationen wurde konstatiert. 
Die so erhaltene Lésung hatte eine Konzentration von etwa 8°/), 
wurde aber fiir die Versuche 10mal verdiinnt. Die Versuche 
wurden stets bei einer Temperatur von 30° ausgefiihrt. 


Versuche. 


Von ganz besonderem Interesse sind die Samen von Phalaris 
canariensis und Sorghum cernuum, die mit negativem Resultat 
von Thunberg auf Hexosediphosphatdehydrogenase — gepriift 
worden sind und in dieser Hinsicht von ihm als typisch hervor- 
gehoben werden. Die folgenden Versuche zeigen, dais die Hexose- 


Versuch 1. 
Phalaris canariensis. Extrakt: 1 Teil gesiebtes Mehl + 2 Teile Phosphat- 
lésung. Mb: 1:30000. Die hier benutzte Co-Zymase war ein hochgereinigtes 
Praparat mit 30 Co/cem. 


Tabelle 1. 











r * . Entfarbungszeit 
> Vy: . 4 alkt | 5 
Nr. 0,2 cem Mb + 9,5 cem Extrakt + ego 
£2 GG00em BO... sss vnenseese. « « | Nach 10 Stunden 
nicht entfarbt 
3, 4 | 0,3 cem Co-Zymase + 0,2cem H,O ...... 34 32 
5, 6 | 0,2 cem Na-Zymophosphat + 0,3 com H,O. . . | Nach 10 Stunden 
nicht entfarbt 
7, 8 | 0,2 cem Na-Zymophosphat + 0,3 cem Co-Zymase 16 15 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX. ~ 
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Versuch 2. 
Sorghum cernuum. 1 Teil gesiebtes Mehl + 2,5 Teile Phosphatlésung. 
Mb: 1:30000. Co-Zymase: 150 Co/cem. 


Tabelle 2. 





Entfarbungszeit 








NT 9) , - A ee ry 4 ARK ee 

Nr. 0,2 com Mb + 0,5 cem Extrakt - in imieinie 

Le PP Ge i ee ee eS Nach 10 ) Stunden 
nicht entfarbt 

3, 4 | 0,3 cem H,O + 0,2 cem Co-Zymase . . — 72 69 

5, 6 | 0,2 cem H, 0 + 0,3 cem Na- Zymophosphat . . . | Nach 10 Stunden 
nicht entfarbt 

7, 8 | 0,2 cem Co-Zymase + 0,3 cem Na-Zymophosphat 1615 


diphosphatdehydrogenase der Samen durch Zusatz von Co-Zymase 
zur Wirksamkeit gebracht werden kann. 

Die gepriiften Samen zeigen also nach Zusatz von Co-Zymase 
ein betrichtliches Vermégen zur Methylenblaureduktion mit 
Hexosediphosphat als Donator. Thunberg fand bei 20° fiir eine 
Mb-Menge von 0,3 cem 1:60000 mit adenosintriphosphorsaurem 
Calcium eine Entfairbungszeit von 15 Minuten fiir Phalaris cana- 
riensis. Ks scheinen also, wenn man die Verschiedenheiten bei den 
Versuchen beriicksichtigt, die Mengen der beiden Enzyme von 
derselben GréBenordnung zu sein — wenn es sich hier wirklich um 
zwei verschiedene Enzyme handelt. Die Rolle der Adenosin- 
triphosphorsiure bei der Oxydoreduktion diirfte bis jetzt nicht 
vollig klargelegt sein.) 

Von den 29 Samensorten, deren Extrakte nach Thunberg 
ausschlieBlich oder wberwiegend Adenosintriphosphorsaiure akti- 
vieren sollen, gehéren 10 zur Familie Gramineae, sind also iiber- 
wiegend stiirkereiche Samen wie z. B. Hafer (Avena sativa). Bei 
einer Priifung mit Co-Zymase stellte es sich heraus, da der Phos- 
phatextrakt auch aus diesen Samen eine ziemlich kraftige Methylen- 
blauentfiirbung mit Hexosediphosphat bewirkt. Dasselbe war mit 
Gerste (Hordeum vulgare) und Allium schoenoprasum (Liliaceae) 
der Fall. Uber einen Versuch mit Roggen (Secale cereale) vgl. 
Versuch 5. Fir Weizen vgl. Tab. 6. Die aktivierende Wirkung der 
Co-Zymase tritt bei Allium schoenoprasum besonders deutlich 
hervor. 


1) Euler u. Nilsson, Diese Z. 204, 204 (1932). 











bali 
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Versuch 3. 


Avena sativa, Hordeum vulgare, Allium schoenoprasum. Extrakt: 1 Teil 
gesiebtes Mehl + 2,5 Teile Phosphatlésung. Mb: 1:30000. Co-Zymase: 
150 Co/ecm. | 


Tabelle 8. 





Kntfirbungszeit in Minuten 
Nr. |0,2cem Mb+0,5cem Extrakt -+- i 


A. sativa H.vulgare A. schoenopr. 


0,4cem H,O....... . . {183 181 > Nach 10 Stunden nicht 








1, 2 
entfarbt 

3, 4 0,3 cem H,O 4+- 0,2 cem Co-Z . 34 32 — 57 63 

5, 6 [0,2 com H,O + 0,3 cem Zym. . [200 202 Nach 10 Stunden nicht 
entfarbt 

7, 8 |0,2 cem Co-Z +0,3cem Zym. . 22 =] ya 6 5 


2. Vergleich zwischen ruhenden und keimenden Samen. Da clic 
Atmungsenzyme der Pflanzensamen im allgemeinen wahrend der 
Keimung eine kriftige Steigerung ihrer Wirksamkeit erfahren’), 
so war zu erwarten, dai dies auch mit der Hexosediphosphat- 
dehydrogenase der Fall sei. Diese Annahme wurde durch folgende 
Versuche bestitigt. 

Versuchsmethodik. Die Samen wurden zuerst in destil- 
hertem Wasser 12 Stunden eingeweicht und dann im Dunkeln 
auf Filtrierpapier, das mit destilliertem Wasser befeuchtet war, 
in geeigneten Kasten zur Keimung gebracht. 24 Stunden spiiter 
wurden sie auf Hexosediphosphatdehydrogenase gepriift. Wahrend 
der Kinweichung und der Keimung nahm das Trockengewicht um 
nur 2°/, ab. Die Wasseraufnahme der Pflanzensamen im Verlauf 
der Keimung konnte daher ohne wesentlichen Fehler der Zunahme 
des Frischgewichtes gleichgesetzt werden. Bei der Zubereitung des 
Eixtraktes wurde nun soviel K,HPO,-Lésung zugesetzt, dab die 
Mischung aus einem Gewichtsteil Samen (auf ihr Frischgewicht 
vor der Kinweichung bezogen) und 3 Teilen (wo nicht anders 
bemerkt wird) 0,43°/jiger K,HPO,-Lésung zusammengesetzt war. 
Sie wurde 30 Minuten lang mit Sand zerrieben und dann zentri- 
fugiert. Durch diese Methode ist das T'rocknen der Samen ver. 
mieden worden und somit die wegen des Trocknens hiufig vor- 





1) Vgl. z. B. B. Bach u. Oparin, Biochem. Z. 134, 183 (1922); Bach, 
Oparin u. Wahner, Biochem. Z. 180, 363 (1927); vgl. Karl Myrback u. 
Signe Myrback, Katalas i korn, Svenska Bryggareféreningens Manadsblad 
1981, hafte 6—8; vgl. auch Weichherz u. Asmus, Biochem. Z. 287, 20 (1931). 
Q* 
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kommende Zerstérung der Enzyme.') Bei der Untersuchung der 
Methylenblauentfirbung bin ich der friiher besprochenen Ver- 
suchsmethodik gefolgt. Auch der Extrakt aus den ruhenden Samen 
wurde durch Reiben von 1 Teil Samen und 8 Teilen 0,43°/jiger 
K,HPO,-Lésung mit Sand und nachfolgendes Zentrifugieren 
bereitet. Die Extrakte sind somit vdéllig vergleichbar. 


Versuche. 
Versuch 4 
Hafer (Avena sativa) Mb: 1:30000, Co-Zymase etwa 130 Co/cem, Na- 
Zymophosphat wie vorher. 


Tabelle 4 

















Entfarbungszeit in Minuten 
Nr. 0,2 cem Mb + 0,5 cem Extrakt jane sain 
keimende Samen’ ruhende Samen_ 
LS POG CTOs ee eK A 15 15 Nach 10 Stunden 
nicht entfarbt 
3, 4 | 0,2 cem H,O + 0,3 cem Zymoph. 16 14 ‘Nach 10 Stunden 
nicht entfarbt 
5, 6 | 0,3 cem H,O + 0,2 cem Co-Zym. 23 22 | 56 68 
7, 8 | 0,2 ccm Co-Zym. + 0,3 cem Zym. 4 4 15 14 


Versuch 5. 
toggen (Secale cereale). Die Extrakte wurden hier aus 1 Teil Samen und 
5 Teilen 0,43°/,iger K,HPO,-Lésung bereitet. Mb, Co-Zymase und Na-Zymo- 
phosphat wie oben. 


Tabelle 5. 





; Entfarbungszeit in Minuten 
Nr. | 0,2 eem Mb + 0,5 ecem Extrakt - 
_}kcimende Samen ruhende ‘Samen 














1,2 |0,5cem H,O... Etwa 120Min, | Nach 10 Stunden 
3, 4 | 0,2 cem H £0 + 0,3 cem Ly moph. —— ‘| nicht entfarbt 
5, 6 | 0,3 ecem H 0 +- 0,2 cem Co-Zym. 22 20 41 38 

7, 8 | 0,2 cem Co-Zym. -+- 0,3 cem Zym. 18 17 | 32 29 


Uber Weizen vgl. Tab. 7. 

Aus den Versuchen geht hervor, daB die Wirksamkeit der 
Hexosediphosphatdehydrogenase der untersuchten Samen wéhrend 
der Keimung wirklich gesteigert wird, aber es laBt sich nicht ent- 
scheiden, ob diese Steigerung auf eine Vermehrung der Dehydro- 
genase oder der Co-Zymase zuriickzufiihren ist. 


1 U ber die Vorteile mit frischem Pflanzenmaterial zu arbeiten vgl. die 
oben erwihnte Arbeit von Karl Myrback u. Signe Myrback, wo die 
Methoden zur Bearbeitung des Enzymmaterials bei Katalasebestimmungen in 
keimender Gerste einer eingehenden Kritik unterworfen werden. 








=— 


cr = SPF =~ 
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3. Untersuchung des Reduktionsvermogens der Pflanzensamen 
wahrend der Keimung mit iiberschiissiger Co-Zymase. Um diese 
Frage zu beantworten habe ich zuerst die Co-Zymasemenge 
bestimmt, die erforderlich ist, um die maximale Wirkung der 
Hexosediphosphatdehydrogenase hervorzubringen. Dann _ wiirde 
eine Zunahme des Co-Zymasegehaltes wihrend der Keimung 
keinen EinfluB auf die Entfarbungszeit ausiiben, und die Ande- 
rungen der Entfairbungszeiten waren dann ausschlieBlich den 
Anderungen der Enzymmenge der Pflanzensamen zuzuschreiben, 
vorausgesetzt, daB Hexosediphosphat zugesetzt wird. 


Versuche. 

Zuerst war also zu untersuchen, welche Co-Zymasemengen hinreichen, 
die maximale Wirkung des Enzymes hervorzurufen. Die untersuchten Pflanzen- 
samen waren ruhende Weizenkérner. Die Versuchsmethodik ist die oben 
angegebene. 

Versuch 6. 

Weizen (Triticum vulgare). Mb, Na-Zymophosphat und Co-Zymase wie 
oben. Der Extrakt wurde aus 1 Teil Samen und 5 Teilen 0,43°/,iger K,HPO,- 
Losung bereitet. 


Tabelle 6. 





Nr. 0,2 com Mb+ 0,5 cem Extr. + 0,2 com Na-Zymoph. + Reg so 
| 8 eS ee ee ee 238 236 
3, 4] 0,3 com Co-Zymase (2Co) ........... 19 17 
5, 6] 0,3 cem - 0 a ae 14 13 
7, 8 | 0,38 cem ‘i EE ey. ae oe as cih  e 11,5 9,5 
9, 10 | 0,3 com - (18 Co) . Ponts Sigs adie CB. <a Sa ~a 8,5 8 
11, 12 | 0,3 cem - (22 Co) . Ss 7) 
13, 14 | 0,3 ccm - (45 Co) . 7 4) 
15, 16 | 0,3 cem a (90 Co) . 6 7 
17, 18 | 0,3 cem i (180 Co) 7 6 








Aus der Tabelle geht hervor, daB etwa 20 Co Co-Zymase geniigen, um 
das Enzym zur maximalen Wirksamkeit zu bringen. Diese Menge Co-Zymase 
wurde bei den folgenden Versuchen zugesetzt. 

Versuchsmethodik. 7 Proben mit je 6 g Weizenkérnern wurden ab- 
gewogen und jede fiir sich 12 Stunden eingeweicht und zur Keimung gelegt. 
Jede 12. Stunde wurde dann eine Probe herausgenommen und mit der oben 
erwahnten Versuchsmethodik auf Hexosediphosphatdehydrogenase gepriift. 


Versuche. 


Versuch 7. 
Weizen (Triticum vulgare). Mb und Na-Zymophosphat wie oben. Co- 
Zymase etwa 100 Co/cem. 
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Tabelle 7 
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DS = bo 


0,2 com Mb + 0,5 com Extrakt -+ 


0,5 ccm H,O. 

0,3 cem H. 0 - 

0,3 ccm H. 0 -+- 0,2 cem Co-Zym.. 

0,1 ccm H, “0 +. 0,2 eem Co- Zym. 
-+- 0,2 eem Zymoph. 





Aus den Versuchen geht hervor, 


- 0,2 cem Zymoph. 
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Entfarbungszeit in Minuten 
nach einer Keimungszeit von 


12 24 36 48 | 60 | 
Stunden 


— 58 
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daB das gesteigerte Ver- 
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des Enzyms beruht, sondern 
daB dieses ausschlieBlich auf 
eine Zunahme des Gehaltes 
an Co-Zymase zuriickzufiih- 
ren ist. Der Enzymgehalt 
scheint wihrend der letzten 
Phase der Keimung sogar 
etwas herabzusinken. Uber- 
sichtlicher werden die Re- 
sultate in der Figur darge- 
stellt. 

Die in den Versuchen 4 
und 5 zugegebenen Co-Zy- 
masemengen sind wahr- 
scheinlich geniigend, um das 
Enzym zu maximaler Wirk- 
samkeit zu bringen und 
doch sind die Entfairbungs- 
zeiten mit Co-Zymase viel 
kleiner bei den keimenden 
als bei den ruhenden Samen, 
was also dafiir sprechen 
wirde, daB bei der Keimung 
doch eine gewisse Enzymneu- 
bildung stattgefunden hatte. 
Dieser SchluB ist aber nicht 
zulassig, da zur Herstellung 
des Extraktes fiir diese Ver- 
suche im Falle der ruhenden 


56 32 30, 30 29 36 39 36 
60 36 3434 3335 3738 3% 
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Samen trockenes, nicht eingeweichtes Material verwendet wurde. 
Die Diskrepanz zwischen Versuch 4 und 5 einerseits und Ver- 
such 7 andererseits léBt sich also dadureh erkliren, daB aus 
trockenen Samen das Enzym durch 1/,stiindiges Reiben mit 
Sand nicht so vollkommen extrahiert wird wie bei eingeweichten 
oder gar gekeimten. 

4, Priifung keimender Samen auf Co-Zymase durch Glucose- 
vergarung. Die Zunahme der Co-Zymase in Weizenkornern wihrend 
der Keimung konnte auch durch Glucosevergirung mit Apo- 
Zymase und Kochsaft aus den Samen bestitigt werden, obschon 
die erhaltenen Werte zu klein waren, um einen quantitativen 
Vergleich zu gestatten. 

Versuchsmethodik. Der Kochsaft wurde so hergestellt, 
daB die gekeimten Samen zuerst mit Sand und der 5fachen Menge 
destillierten Wassers zerricben wurden, worauf die Mischung in 
einen Kolben auf dem Wasserbad bei 80° unter Umriihren langsam 
zugegeben wurde. Der Sand wurde darauf abzentrifugiert. Hine 
Substratlésung wurde aus 2 g Glucose, 2 cem 8°/,igem Na-Zymo- 
phosphat, 10 cem 10°/,igem Phosphatpuffer (px = 6,4) und 7 cem 
H,O hergestellt. Zu jeder Probe (V = 2,0 cem): 0,2 g Apo-Zymase, 
1 ccm Substratl6sung und 1 cem Kochsaft. Die Girungen wurden 
in iiblicher Weise im Schiittelthermostaten ausgefiihrt. 

Um auf eventuell vorkommende Hemmungskorper zu priifen, 
die bei dem Erhitzen nicht zerstért werden, wurden bei jeder 
Untersuchung Proben verglichen, die nebst Apo-Zymase und 
Substratlésung Co-Zymase und Samenkochsaft einerseits, Co-Zy- 
mase und Wasser andererseits enthielten. Eine Hemmung wurde 
hierbei nie konstatiert. 

Versuch. 

Weizen (Triticum vulgare). Nach Verlauf von 1—1,5 Stunden war die 

Induktionszeit beendet und die Garkurve lief geradlinig. Ks sind darum in 


der rechten Kolonne in Tab. 8 die wahrend 1 Stunde, von der 90. Minute an 
gerechnet, entwickelten CO,-Volumina angegeben. 


Tabelle 8. 





Keimungszeit in Stunden cem CO, pro Stunde 
0 0,0 
12 0,0 
24 0,4 
36 0,5 
48 0,4 
0,8 
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II. Uber Carboxylase in Pflanzensamen. 


1. Co-Carboxylase in Erbsenmehl. Neuerdings hat Auhagen 
zeigen kOnnen, dafg man durch Waschen von Trockenunterhefe 
mit Phosphatpuffer (px = 7,8)1) und Dialysieren von Hefesaften?) 
gegen sekundires Phosphat nicht nur die Co-Zymase, sondern 
auch ein bis dahin unbekanntes zweites Co-Enzym der Holo- 
Zymase auswaschen kann. Dieses hat sich als ein Aktivator der 
Brenztraubensiurevergirung erwiesen und ist von Auhagen 
Co-Carboxylase genannt worden. 

Ks ist schon lange bekannt, daB eine Carboxylase auch in 
verschiedenen héheren Pflanzen vorkommt. So ist sie z. B. in 
Weizen, Erbsen, Lupinen und Kartoffeln aufgefunden worden**®), 
Wenn die Carboxylasen in héheren Pflanzen und Hefe identisch 
sind, so muB man fordern, dai auch jene Co-Carboxylase enthalten. 
Es wurde deshalb untersucht, ob das brenztraubensaéurevergarende 
Enzym der héheren Pflanzen eines derartigen Co-Enzyms bedarf 
und, wenn dies der Fall war, ob die Co-Enzyme in bezug auf ihre 
Wirkungen identisch sind. 

Um diese Fragen zu beantworten, wurden folgende Versuche 
unternommen. Als Enzymmaterial wurde stets Erbsenmehl an- 
gewendet, da Erbsen von den untersuchten hoheren Pflanzen an 
Carboxylase am reichsten zu sein scheinen. Die Brenztrauben- 
siiuregirung wurde stets im Schiittelthermostaten ausgefiihrt und 
die entwickelte Kohlensiure in iwblicher Weise in Gasbiiretten 
gemessen. Bei allen Versuchen habe ich stets Proben ausgefihrt, 
in denen das Pyruvinat weggelassen wurde um zu untersuchen, 
ob das entwickelte Gasvolumen wirklich durch Brenztrauben- 
siure hervorgerufen wurde. Eine derartige Girung wurde dabei 
nie beobachtet. 

a) Reaktivierung mit dialysiertem Erbsenkochsaft. 
Zuerst wurde ein Extrakt aus Erbsenmehl hergestellt und seine 


1) Diese Z. 204, 149 (1932). 

*) Diese Z. 209, 20 (1932). 

3) Zaleski u. Marx, Biochem. Z. 47, 184 (1912); 48, 175 (1913); Ber. 
bot. Ges. 31, 353 (1913); 32, 457 (1914). 

4) Bodnar, Biochem. Z. 73, 193 (1915). In einer spaéteren Arbeit von 
Bodnar und Hoffner befinden sich Literaturangaben iiber friihere Unter- 
suchungen uber postmortale Pflanzenatmung. Biochem. Z. 145, 165 (1925). 
5) Boas, Chem. Z. 1916, I, 431. 
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Garkraft gegeniiber Na-Pyruvinat bestimmt. Dann wurde der 
Extrakt der Dialyse unterworfen. Das Girvermégen des Extraktes 
wurde dabei kraftig herabgesetzt, konnte aber nach Zusatz von dem 
dialysierbaren Anteil des gekochten Erbsenmehlextraktes reakti- 
viert werden. 





Versuchsmethodik. Der Erbsenmehlextrakt wurde in_ folgender 
Weise bereitet. 1 Teil kauflichen Erbsenmehles wurde mit 2 Teilen Wasser 
1/, Stunde geschiittelt und darauf zentrifugiert. Die Oberschicht wurde zu 
den Versuchen angewendet. Die Dialyse wurde so ausgefiihrt, daB der Extrakt 
in Kollodiumschlauchen (Durchmesser = 10 mm, Lange = 150 mm) 3 Stunden 
gegen das doppelte Volumen einer 0,2 m-Na,HPO,-Lésung in der Kalte 
und dann gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert wurde. Die Phos- 
phatlésung wurde jede Stunde erneuert. Die Temperatur des Leitungswassers 
war etwa 5°. Der Kochsaft wurde aus dem Extrakt dadurch hergestellt, daB 
der Extrakt in einen Kolben auf dem Wasserbad bei 80° unter Umriihren 
langsam eingetragen wurde, worauf die Mischung 4—5 Minuten auf 90° erhitzt 
wurde. Zudem so erhaltenen Kochsaft wurde etwas Na,HPO,-Lésung zugesetzt, 
einige Minuten geschiittelt und dann zentrifugiert. Die Oberschicht wurde 
dann gegen das gleiche Volumen 0,2 m-Na,HPO,-Lésung in der oben erwahnten 
Weise dialysiert. Um ein méglichst konzentriertes Dialysat zu erhalten, wurde 
der Inhalt von 2 Kollodiumhiilsen gegen dieselbe AuBenfliissigkeit dialysiert. 
Das Dialysat wurde mit Essigséure neutralisiert und zu den Versuchen 
verwendet. 


Versuch. 


Zu jeder Probe: 0,6 ccm 0,2 m-MgCl,-Lésung, 0,2 cem 2 m-Na-Pyruvinat- 
lésung, 2 ccm 10°/,iger Phosphatpuffer (py = 6,4), Wasser ad 15 ccm. 

Zusatze: 6 com Kochsaftdialysat, 6 com Erbsenmehlextrakt, 6 ccm dialy- 
sierter Extrakt. 


Tabelle 9. 











— - —? - . Dial. Extrakt -{- Kochsaft- 
Zusitze Extrakt /Dial. Extrakt Kochsaftdialysat dialysat 
Zeit in Min. cem CO, 
0 0,0 0,0 0.0 0,0 
120 2,1 0,6 1,2 0,0 
180 2,4 0,8 1,5 0,0 














Obschon es nicht gelungen ist, das Girvermégen durch die 
Dialyse véllig aufzuheben — was wohl iibrigens kaum zu erwarten 
war — geht aus dem Versuch deutlich hervor, da ein dialysier- 
barer, relativ hitzebestaindiger Aktivator der Carboxylase im 
Erbsenmehl vorkommt. In dem folgenden Versuch wird unter- 
sucht, ob dieser Aktivator durch Co-Carboxylase aus Hefe er- 
setzbar ist. 
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b) Reaktivierung mit Co-Carboxylase aus Unter- 
hefe. Es wurde die Wirkung eines gereinigten Co-Carboxylase- 
priparates aus Trockenunterhefe auf das Garvermogen des dialy- 
sierten Erbsenmehlextraktes untersucht. 


Versuchsmethodik. Der dialysierte Extrakt wurde, wie oben an- 
gegeben ist, hergestellt. Die Co-Carboxylase war ein aus Trockenunterhefe 
hergestelltes, gereinigtes Praparat, das ich Herrn Auhagen verdanke. Im 
ubrigen wurde der Versuch in der oben angegebenen Weise ausgefiihrt. 


Versuch. 
Zu jeder Probe: 0,6 ccm 0,2 m-MgCl,-Lésung, 0,2 com 2 m-Na-Pyruvinat- 
losung, 2ccm 10°/,iger Phosphatpuffer (py = 6,4). 
Zusatz: 0,4 com Co-Carboxylase (70 Cb pro Kubikzentimeter). 


Tabelle 10. 











Zusatz | —- Co-Carboxylase 
Zeit in Minuten | is som CO, hea inal cateaaatiite oe 
0 0,0 0,0 
90 0,6 U5 
120 0,8 1'8 
180 1,0 2'0 


Aus dem Versuch geht hervor, daB Co-Carboxylase den 
Aktivator des Erbsenmehlextraktes vertreten kann. Es blieb jetzt 
iibrig zu untersuchen, ob das Dialysat aus Erbsenmehlextrakt die 
Atio-Zymase zu aktivieren vermag. 

c) Reaktivierung der Atio-Zymase mit Erbsenmehl- 
kochsaft. Folgender Versuch zeigt, daB dies der Fall ist. 


Versuchsmethodik. Die Atio-Zymase wurde nach der Vorschrift 
von Auhagen bereitet.!) Die Atio-Zymase aus 4 g Trockenunterhefe wurde 
in 40 cem 10°/,igem Phosphatpuffer (py = 6,4) suspendiert. Das Kochsaft- 
dialysat wurde in der oben angegebenen Weise bereitet. Zum Vergleich wurde 
das Garvermégen der Atio-Zymase auch mit gereinigter Co-Carboxylase 
wieder hergestellt. 


Versuch. 
Zu jeder Probe: 4 ccm Atio-Zymasesuspension, 0,6 ccm 0,2 m-MgCl,- 
Lésung, 0,4 com 2 m-Na-Pyruvinat. 
Zusatze: 4 ccm Kochsaftdialysat, 0,2 com Co-Carboxylase (= 14 Cb), 
Wasser ad 10 ccm. 


1) Diese Z. 204, 160 (1932). 






















































Uber Hexosediphosphatdehydrogenase u. Carboxylase in Pflanzensamen. 97 


; Tabelle 11. 








; Zusatze | Kochsaftdialysat = Co-Carboxylase 
- Zeit in Minuten | 7 | a ecm CO, 
0 0,0 0,0 0,0 
60 0,7 0,4 4,3 
| 120 1,2 0,6 4,9 
180 1,6 0,7 5,1 


Die aktivierende Wirkung des Kochsaftdialysates ist un- 
verkennbar, obschon die Aktivierung mit der gereinigten und 
konzentrierten Co-Carboxylase vielfach stirker ist. Aus den 
obigen Versuchen scheint mir also hervorzugehen, daf das brenz- 
traubenséurevergirende Enzym der Erbsen eines Co-Knzyms 
bedarf, das in bezug auf seine Wirkungen mit der Carboxylase 
identisch ist. 

2. Die Wirkung des Magnesiums bei der Brenztraubensduregarung 
im Erbsenmehl. Die aktivierende Wirkung des Magnesiums auf 
Phosphatase ist von Erdtman!) nachgewiesen. Spiter hat 
Lohmann?) gezeigt, daB es als Aktivator beim enzymatischen 
Kohlenhydratabbau unentbehrlich ist. Ausfithrlich ist die Funk- 
tion des Magnesiums von Euler, Nilsson und Auhagen?) 
studiert worden. Es wurde dabei gezeigt, daB ohne Magnesium 
die Phosphorylierung sehr stark gehemmt wird. Dagegen hat 
Lohmann keine Wirkung von Magnesium auf Brenztraubensiéure- 
gérung finden kénnen.’) Neuerdings hat aber Auhagen gezeigt, 
da8 Mg auch in diesem Fall aktivierend wirkt.5) Im folgenden 
Versuch wird untersucht, ob dies auch mit der Carboxylase der 


Erbsen der Fall ist. 


Versuchsmethodik. Wie in den vorigen Versuchen an- 
gegeben ist, wurde auch jetzt mit Erbsenmehlextrakt gearbeitet. 
Der Extrakt wurde in folgender Weise hergestellt. Zuerst wurde 
das Chlorophyll aus dem Mehle extrahiert. Zu diesem Zweck 
wurde 1 Teil kauflichen Erbsenmehles 3mal mit dem doppelten 
und 8mal mit dem gleichen Volumen Ather auf der Zentrifuge 
gewaschen und dann iiber Nacht getrocknet. 1 Teil von dem 





1) Diese Z. 177, 211 u. 238 (1928). 

*) Naturw. 19, 180 (1931); Biochem. Z. 287, 470 (1931). 
3) Diese Z. 200, 1 (1931). 

4) Biochem. Z. 287, 481 (1931). 

5) Diese Z. 204, 166 (1932). 
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extrahierten Mehl wurde dann mit 2 Teilen Wasser 1/, Stunde 
geschiittelt und darauf zentrifugiert. Die Oberschicht wurde in 
Kollodiumschliuchen (Durchmesser = 10 mm) 8 Stunden in der 
Kilte gegen das doppelte Volumen 0,1 m-K,HPO,-Lésung dialy- 
siert. Die AuBenfliissigkeit wurde jede Stunde erneuert. Dann 
wurde 12 Stunden gegen flieBendes Leitungswasser und schlieb- 
lich 5—6 Stunden in der Kilte gegen destilliertes Wasser dialysiert. 
Die Temperatur des Leitungswassers war 5°. Wahrend der Dialyse 
schied eine Fiallung aus. Diese wurde abzentrifugiert und in 
soviel destilliertem Wasser suspendiert, daB die Suspension eben 
pipettierbar wurde. Der Gehalt an Magnesium in dieser Suspension 
wurde nach Hahn bestimmt. Es wurde dabei 0,005 gm Magnesium 
pro Kubikzentimeter gefunden. Phosphatpuffer wurde bei den 
Versuchen vermieden, da es sich herausstellte, daB sich bei den 
eroBeren Konzentrationen, die in dem folgenden Versuch an- 
gewendet wurden, eine krystallinische Fallung von Mg-Phosphat 
allmihlich ausschied und somit die Konzentrationen von Ma- 
gnesium wie auch von Phosphat geaéndert wurden. 


Versuch. 
Zu jeder Probe: 10 ccm dialysiertes Extrakt, 0,3 com 2 m-Na-Pyruvinat, 
0,2 cem Co-Carboxylase (18 Cb), Wasser ad 12 ccm. 
Zusitze: MgCl, in verschiedenen Mengen, bis die Proben die in der Tabelle 
angegebenen Konzentrationen annahmen. 


Tabelle 12. 








Mg-Konz. der Proben 0 0,5: 10-2 10-1 2-10-13 
Zeit in Minuten | ecm CO, 

0 0,0 0,0 0,0 0,0 
30 1,1 1,3 1,4 1,3 
60 1,6 1,9 2,1 1,9 
90 2,0 2,4 2,5 2,4 
120 2,3 2,8 3,0 2,9 
180 2,5 3,1 3,5 3,4 














Das aktivierende Vermégen des Magnesiums bei Brenztrauben- 
siurevergirung mit Erbsenmehl tritt in obenstehender Tabelle 
deutlich hervor. Ob es dabei unentbehrlich ist oder nicht, bleibt 
iubrig zu untersuchen. 


Zusammenfassung. 
1. Es wurde gezeigt, daf eine Hexosediphosphatdehydro- 
genase auch in mehreren solchen Pflanzensamen vorkommt, in 
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denen sie von Thunberg nicht aufgefunden worden ist. Die 
Unwirksamkeit dieser Samen beruht nicht auf dem Fehlen des 
‘nzyms, sondern ist dadurch bedingt, daB das Co-Knzym der 
Oxydoreduktion, die Co-Zymase nicht bzw. noch nicht in ge- 
nigendem Mae vorhanden ist. 


2. Die Wirksamkeit der Hexosediphosphatdehydrogenase 
einiger gepriifter Samen (Hafer, Roggen und Weizen) wird wihrend 
der ersten Tage der Keimung kraftig gesteigert. 

3. Diese Steigerung beruht nicht auf einer Vermehrung des 
Enzyms, sondern ist auf eine Zunahme des Gehaltes an Co-Zymase 
zurickzufiihren. 

4. Das brenztraubensiurevergirende Knzym_ der- Erbsen 
bedarf eines Co-Iinzyms, das in bezug auf seine Wirkung mit der 
Co-Carboxylase identisch ist. 

5. Die aktivierenden Eigenschaften des Magnesiums bei der 
Brenztraubenséiurevergirung durch Krbsenmehl wurden gezeigt. 
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Uber eine neue Choladiensaure. 


Von 


Venancio Deulofeu. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayr. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Juni 1932.) 


Gelegentlich einer Arbeit iiber die Gallensiiuren habe ich 
Versuche mit 7,12-Dioxycholansiiure unternommen, in deren Ver- 
lauf einige neue Beobachtungen gemacht wurden. 

Kine 7,12-Dioxycholansiiure vom Schmelzp. 226—227°, Iso- 
desoxycholsiiure genannt, wurde yon Wieland, Honold und 
Pascual Vila!) dargestellt. Diese Autoren gingen von der Chol- 
siiure aus, aus welcher sie das an ©, haftende Hydroxyl durch 
eine Reihe yon Reaktionen eliminierten. Die Konstitution dieser 
Siiure wurde durch Oxydation zu der schon bekannten 7,12- 
Diketocholansiiure sichergestellt. Die Hydrierung dieser Diketo- 
siiure fiihrte jedoch nicht zu der oben beschriebenen Dioxysiiure 
von Wieland und Mitarbeitern. Borsche und seine Schiiler’) 
erhielten, als sie mit Platin als Katalysator bei 90—100° und 
3 Atmosphiiren Druck arbeiteten, eine neue 7,12-Dioxycholan- 
siiure vom NSchmelzp. 207—208°. Zu der gleichen Siiure kamen 
wir auch, wenn wir bei Gegenwart von Platinoxyd nach Adams 
unter normalem Druck bei einer Temperatur von 50—60° hydrierten. 
Die Destillation dieser neuen Dioxysiiure im Vakuum fiihrt unter 
Verlust von 2 Molekeln Wasser zu einer Choladiensiure vom 
Schmelzp. 184—185°, welche leicht zwei Mol. Wasserstoff aut- 
nimmt und die Wieland und Weilsche Cholansiiure ergibt.*) 

Die Anzahl der bis jetzt bekannten Choladiensiiuren steigt 
somit auf fiinf, wie man nachstehender Tabelle entnehmen kann: 


') Diese Z. 130, 326 (1923). 

*) Borsche u. Frank, Ber. chem. Ges. 59, 1748 (1926); Borsche u. 
Feske, Diese Z. 176, 108 (1928). 

3) Diese Z. $0, 286 (1912). 
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Ausgangssiiure Schmelzp. 
a-Choladiensiiure Chol-, cholatriensiiure ') 178° 
B- ¥ Desoxycholsiure *) 132—133° 
Y- ” Hyodesoxycholsiiure °) 142° 
0- ‘ Anthropodesoxycholsiiure*) 138° 
&- am 7, 12-Dioxycholansiure 184—185°. 


Beschreibung der Versuche. 


7,12-Dioxycholanséure. 12 ¢ 7,12-Diketocholansiiure werden in 
120 ccm Kssigsiiure gelést und bei 50—60° bei Gegenwart von 
0,5 g Platinoxyd als Katalysator hydriert. 

Nach vier Stunden war die Hydrierung beendet. Die Siiure 
hatte 1340 ccm Wasserstoff aufgenommen, wiihrend die berechnete 
Menge 1368 ccm war. Nachdem das Platin filtriert war, wurde 
die Kssigsiiure unter reduziertem Druck konzentriert, und beim 
Erkalten krystallisierten 7 g 7,12-Dioxycholansiiure vom Schmelz- 
punkt 206—208°. 

Man erwiirmte die Mutterlauge und setzte Wasser bis zur 
dauernden Triitbung zu. Nach dem Erkalten schied sich eine 
neue Menge Krystalle ab (4 g) vom Schmelzp. 204—206°. Schlieb- 
lich erhielten wir durch reichliches Verdiinnen mit Wasser noch- 
mals 0,5 g Siiure aus der Lisung. Die Totalausbeute war somit 
11,5 g, ungefiihr 95°/,. 

Durch Umkrystallisieren aus Essigsiiure kann der Schmelz- 
punkt nicht tiber 206—208° gebracht werden. 

Choladiensaure. 3 ¢ 7,12-Dioxycholansiiure wurden durch Erwiir- 
men in einem Metallbad bei 12 mm Druck langsam destilliert. 
Der Inhalt des GefiBes schmolz bei 210° (‘lemperatur des Bades) 
und die Wasserabspaltung fing bei 255—260° an. 

Bei 305° begann die Destillation der Siiture und nach drei 
Stunden langsamen Destillierens betrachteten wir den Versuch 
als beendet. Der Riickstand im GefifB wurde mit Chloroform 
extrahiert, in welchem er sehr gut léslich war, und das Destillat 
wurde hierauf auch in Chloroform gelést. Der nach Verdampfung 
des Lisungsmittels verbleibende Riickstand wurde aus Alkohol 
umkrystallisiert. Nach mehrfachem Umkrystallisieren blieb der 
Schmelzpunkt konstant bei 184—185°. 





1) Wieland u. Weil, a. a. O. 

*) Wieland u. Sorge, Diese Z. 98, 62, (1917). 
5) Windaus u. Bohne, Liebigs Ann. 433, 278 (1923). 
*) Wieland u. Kevery, Diese Z. 140, 186 (1924). 
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4,636 mg Subst.: 13,75 mg CO,, 4,22 mg H,O. 


C,,H,,0, (356) Ber. C 80,89 H 10,11 Gef. C8088 H 10,29. 
Titration: 10,462 mg Substanz verbrauchen 0,56 cem 0,0529 n-NaOH. 


Aquivalent Ber. 356 Gef. 358. 

Die auskrystallisierte Siiure ist unldslich in Wasser, léslich 
in Alkohol und in Kssigsiiure und sehr leicht léslich in Chloro- 
form und Ather. Schlecht léslich in Ligroin. Ihre Natrium- 
und Kaliumsalze sind unléslich in Wasser. 

Mit Schwefelsiiure und Essigsiiureanhydrid tritt eine starke 
Rotfiirbung ein. 

Cholansdure. Mit Hilfe von 0,05 g Platinoxyd hydrierten wir 
in der gewohnten Weise 0,2 g Choladiensiiure, die in 6 ccm Kis- 
essig aufgelést waren. Nach einer Stunde fortgesetzten Schiittelns 
wurde das reduzierte Platin filtriert und die entstandene Cholan- 
siiure krystallisierte bei Zusatz von Wasser. 

Aus verdiinnter Essigsiiure umkrystallisiert, schmolz sie bei 
160°, und mit einer Cholansiiure vom Schmelzp. 162° gemischt, 
bei 160—162°. 

Zur gréBeren Sicherheit wurde die reine Substanz in einer 
kleinen Menge Athylalkohol gelést und durch Einwirkung von 
gasformiger Salzsiiure verestert. Nach 24 Stunden wurden die 
neu erhaltenen Krystalle aus reinem Alkohol umkrystallisiert und 
schmolzen bei 91°. Der durch Mischung mit einem reinen Cholan- 
ester yom Schmelzp. 95° erhaltene Schmelzpunkt war 93—94°. 


Herrn Prof. H. Wieland danke ich fiir sein Interesse an der 
Arbeit und fiir die Leitung dieser Versuche herzlich. 
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Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung im Tierkérper.’) 
Von 
Hans Adolf Krebs und Kurt Henseleit. 


Mit 5 Figuren im Text. 





(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. B.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Juni 1932.) 


Seitdem W. v. Knierim?) (1874) und E. Salkowski’) (1877) 
gezeigt haben, daB zugefiihrte Ammoniaksalze im Saiugetierkérper 
zu Harnstoff werden, ist oft die Frage untersucht, in welcher 
Weise der Tierk6rper Harnstoff aus Ammoniak und Kohlensiiure 
synthetisiert. Eine befriedigende Antwort war auf die Frage 
bisher nicht zu geben. Salkowski’) vermutete, daB die Harn- 
stoffsynthese im Tierkérper — wie die Wohlersche Harnstoff- 
synthese im Reagenzglas — iiber das cyansaure Ammonium erfolgt. 
Drechsel*) vermutete — ebenfalls auf Grund von Reagenzglas- 
versuchen —, da die Harnstoffsynthese im Tierkérper iiber das 
carbaminsaure Ammonium erfolgt. Keine dieser Hypothesen hat 
sich beweisen lassen.°) 

In dieser Arbeit berichten wir iiber Versuche, die die Frage 
nach dem chemischen Ablauf der Harnstoffsynthese im Tierkérper 
klaren: 

Die Primarreaktion der Harnstoffsynthese in der Leber ist 
die Anlagerung von 1 Molekiil] Ammoniak und 1 Molekiil Kohlen- 
siure an die 6-Aminogruppe des Ornithins, unter Austritt von 
1 Molekiil Wasser und Bildung einer 6-Ureidosiure, des Citrullins: 
(1) R-CH,NH, -++ CO, + NH, — R.CH,NH-CO-NH, +H,0°) 

Ornithin -+ Kohlensiure + Ammoniak = Citrullin +-Wasser. 


Die zweite Reaktion der Harnstoffsynthese ist der Zusammen- 
tritt von 1 Molekiil Citrullin mit einem weiteren Molekiil Ammo- 


1) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft und der Ella Sachs-Plotz-Foundation. Vorlaufige Mitteilung: 
Klin. Wochenschr. 11, 757 u. 1137 (1932). 

*) Z. Biol. 10, 263 (1874). 3) Diese Z. 1, 1 (1877). 

4) J. prakt. Chem. (2) 22, 481 (1880). 

°) Zusammenfassende Darstellung und weitere Literatur vgl. O. Neu- 
bauer, Handb. d. norm. u. path. Physiologie Bd. V. 

*) R = CH,-CH,-CHNH,-COOH. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX. 
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niak unter Austritt eines zweiten Molekiils Wasser und Bildung 

einer Guanidinoséure, des Arginins: 

(2) R-CH,NH-CO.NH,+ NH, = R-CH,NH-C(:NH)NH, + H,O 
Citrullin + Ammoniak = Arginin -+- Wasser. 

Die dritte Reaktion ist die hydrolytische Spaltung des Arginins in 

Ornithin und Harnstoff: 

(3) R-CH,NH-C(:NH)NH, + H,0 = R-CH,NH, + CO(NH,), 


Arginin + Wasser = Ornithin + Harnstoff. 
Die Mitteilung der Versuche gliedert sich in folgende Abschnitte: 


I. Methoden, S. 34. 

1. Versuchslésung, 8. 35. 2. Gewebe, 8.37. 3. VersuchsgefaBe, S. 37. 
4. Harnstoffbestimmung, 8S. 38. 5. Ammoniakbestimmung, 8S. 42. 6. Ami- 
nostickstoffbestimmung, S. 42. 7. Messung der Sauerstoffatmung, 8S. 42. 
8. Messung der Harnstoffbildung durch Gewebe, 8S. 42. 9. MaBeinheiten, 
S. 43. 

II. Harnstoffbildung aus Ammoniak in der Leber, S8, 43. 

1. Grundversuch, S. 43. 2. Einflu8 des Ernaéhrungszustandes, S. 44. 
3. Steigerung der Harnstoffbildung durch stickstofffreie Substanzen, S. 45. 
4. Wirkung des Ornithins, 8.47. 5. Kreislauf des Ornithins (Theorie der 
Harnstoffbildung), 8.51. 6. Arginase, ein Teilferment in der Harnstoff- 
synthese, 8.52. 7. Wirkung des Citrullins auf die Harnstoffbildung, S. 53. 
8. Andere Wege der Harnstoffbildung, 8. 56. 9. EinfluB des Mediums, S. 56. 
10. Einflu8 der Zellstruktur, 8.60. 11. EinfluB der Temperatur, S. 60. 
12. Harnstoffbildung und Sauerstoffatmung, S. 61. 

III. Harnstoffbildung aus anderen stickstoffhaltigen Verbindungen, 
S. 62. 

1. Aminoséuren, S. 62. 2. Ammoniumcyanat, 8S. 62. 3. Carbamin- 
saures Ammonium, S. 63. 4. Weitere Stoffe, S. 63. 

IV. Ort der Harnstoffbildung im Tierkérper, 8S. 63. 

V. Protokoll, S. 64. 

VI. Zusammenfassung, S. 65. 


I. Methoden. 


Zur Untersuchung des Stoffwechsels tierischer Organe kommen 
in erster Linie 2 Methoden in Frage: die Durchstromungsmethode 
von C. Ludwig!) (1867) und die Gewebeschnittmethode von 
O. Warburg?) (1923). Wir haben die Gewebeschnittmethode 
vorgezogen. Die Methode hat vor alteren Verfahren viele Vorziige; 
sie ist einfacher, geeigneter fiir quantitative Versuche und all- 


1) C. Ludwig u. A. Schmidt, Ber. d. Sachs. Ges. d. Wiss. math. phys. 
KI. 1867, S. 113 und 1868, S. 16; ferner C. E. Loe bell, Dissert. Marburg (1849). 
2) Biochem. Z. 142, 317 (1923). 
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gemeiner fiir alle Organe und Gewebe anwendbar. Bisher ist sie 
vorwiegend zur Untersuchung der energieliefernden Reaktionen, 
der Atmung und Giarung, benutzt.!) Wir sehen in dieser Arbeit, 
daB sie mit Vorteil auch zur Untersuchung anderer Stoffwechsel- 
vorginge verwendbar ist. Die Einzelheiten der Methode werden 
im folgenden beschrieben. 2 Hauptpunkte, auf die es besonders 
ankommt, selen im voraus hervorgehoben. 

Der erste Punkt betrifft die ausreichende Versorgung des 
Gewebes mit Nahrstoffen, besonders mit Sauerstoff, und den aus- 
reichenden Abtransport der Endprodukte des Stoffwechsels. Beides 
wird erreicht, indem man mit Schnitten von geniigender Diinne 
(0,3—0,4 mm) arbeitet und die Schnitte mit geniigender Ge- 
schwindigkeit in der Versuchsfliissigkeit bewegt. 

Der zweite Punkt betrifft die Erhaltung der Gewebsstruktur. 
Da alle wesentlichen Stoffwechselerscheinungen an die Zellstruktur 
gebunden sind, ist der friither viel benutzte Gewebsbrei — in dem 
die Struktur vernichtet ist — unbrauchbar fiir Stoffwechsel- 
versuche. Mag auch in Schnitten ein gewisser Anteil der 
Gewebsstruktur durch das Schneiden zerstért sein, so ist dieser 
Anteil doch so klein, daB er zu vernachlissigen ist. Denn von den 
etwa 50 Zellschichten, die die Schnitte enthalten, wird nur je eine 
an beiden Flachen durch das Messer getroffen. Schnitte und Brei 
sind darum fundamental verschieden. 


1. Versuchslésung. 


In den ersten Versuchen haben wir die von Warburg an- 
gegebene ,,Ringerlésung’**) benutzt. Diese Lésung zeichnet sich 
vor anderen friiher verwendeten (Tyrode, Locke) — ebenso wie 
die fiir Froschversuche von Barkan, Broemser und Hahn?) 
angegebene Lésung — durch ihren physiologischen Gehalt an 
Bicarbonat und freier Kohlenséure aus. Sie zeigt aber gegen die 
Salzkonzentrationen des Saugetierblutserums noch einige Unter- 
schiede (Tab. 1). Wir haben daher eine andere ,,physiologische 
Salzlésung** hergestellt, die dem Séugetierserum in bezug auf die 








1) Versuche iiber den N-Stoffwechsel sind an Gewebeschnitten yon 
Warburg [Stoffwechs. d. Tumoren, 1926, S. 139], H. Reinwein [Deutsch. 
Arch. f. klin. Med. 160, 278 (1928)], Gyérgy u. Keller [Biochem. Z. 210, 434 
(1929)] und E.-C. Glover u. J. Maisin [C. R. Soc. Biol. 107, 1603 (1931)] 
ausgefiihrt. 

2) Warburg, Stoffwechsel der Tumoren, Berlin 1926, S. 109 u. 176. 

3) Barkan, Broemser u. Hahn, Z. Biol. 74, 1 (1921). 
3* 
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anorganischen Salze noch niher kommt, wie Tab. 1 zeigt. Die 
Konzentrationen sind in Milligrammen pro 100 cem Lésung an- 
gegeben. 

Tabelle 1. 




















' Saugetierserum Warburgsche Neue ,,physio- 
Stoff 1 “ ; ada OS és 
{ Mittelwert|*) Lésung logische Salzlésung 

Na* etwa 320 mg-°/, 355 mg-°/o 327 mg-°/, 
KK A 22 mg-P/o 10,5 mg-"/o 23 mg-°/> 
Cat 10) mg-°/, 8,8 mg- lo 10 mg-®/, 
Mgt 2,5 mg-°/, QO mg-°/, 2,9 mg-°/, 
Cl- 370 mg-°/5 466 mg-°/, 454 mg-°/, 
PO, 10 mg-°/, O mg-°/5 11 mg-°/, 
SO, 11 mg-°/o 0 mg-"/o 11,4 mg-°/o 
HCO, 54. Vol.-°/, 56 = -Vol.-°/, 54 Vol.-°/, 
CO, (38°) 2,5 Vol.-9/5 2,5 Vol.-°/, 2,5 Vol.-°/, 
PH 7,4 . »4 7,4 


Von der Warburgschen Lésung unterscheidet sich die neue 
Loésung besonders durch den héheren Kaliumgehalt und durch das 
Vorhandensein von Magnesium, Phosphat und Sulfat. Wir halten 
die Anwesenheit dieser Stoffe fiir wichtig, weil es scheint, daB sie 
im Zellstoffwechsel eine Rolle spielen. Die Chloridkonzentration ist 
etwas hdher als im Serum, weil im Serum ein Teil der Kationen an 
organische Anionen (EiweiB, Lactat) gebunden ist; in der anorgani- 
schen Lésung sind die organischen Anionen durch Chlorid ersetzt. 

Zur Herstellung der Lésung werden folgende dem Serum isotone Stamm- 
lésungen in gréBeren Mengen vorratig gehalten: 

1. 0,9°/, NaCl-Lésung (0,154 m.). 

2. 1,15°/, KCl-Lésung (0,154 m.). 

3. CaCl,-Lésung (0,11 m.). 5 cem verbrauchen 11 eem n/10-Silbernitrat. 

4, 2,11°/, KH,PO,-Lésung (0,154 m.) (,,KkH,PO, nach Soerensen zu 
Enzymstudien‘**). 

5. 3,82°/, MgSO,-7H,O-Lésung (0,154 m.). 

6. 1,3°/, NaHCO,-Lésung (0,154 m.) (nach der Herstellung 1 Stunde mit 
Kohlensaéure kraftig durchgast). 

7. Gasgemisch mit 5 Vol.-°/, Kohlensaure. 


Aus den Stammlésungen stellen wir fiir jeden Versuch die Mischung neu 


her. Man nimmt: 100 Teile Lésung 1, 1 Teil Lésung 4, 
4 or) °° 2, 1 99 99 dD, 
> ws = * a lw a 


und perlt nach dem Mischen 10 Minuten das Gasgemisch 7 durch die Lésung. 
Verhindert man das Entweichen der Kohlensaure, so halt sich die fertige Lésung 


1) Siugetierserum zeigt innerhalb der verschiedenen Arten nur sehr 
geringe Unterschiede [vgl. Heubner, Handb. d. n. u. path. Physiologie 16. 
2. Halfte: ferner Greene u. Mitarbeiter, J. of biol. Chem. 91, 203 (1931): 
Heubner u. Meyer-Bisch, Biochem. Z. 176, 184 (1926)]. 
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unbegrenzt. Entweicht die Kohlensaure, so treten Triibungen von Calcium- 
und Magnesiumniederschlagen auf, die sich aber bei erneutem Einleiten von 
kohlensaurehaltigem Gas wieder lésen. 

Die Zusatze (Glucose, Ammoniak), die wir der Salzlésung hinzugegeben 
haben, sind bei den einzelnen Versuchen angegeben. Im allgemeinen empfiehlt 
es sich, der Lésung so viel Glucose zuzugeben, daB die Glucosekonzentration 
0,2°/) betragt. 


2. Gewebe. 

Die Gewebsschnitte werden entsprechend den Vorschriften von War- 
burg sofort nach Téten des Tieres mit einem Rasiermesser hergestellt. Die 
Schnittdicke betragt um 0,3—0,4 mm. 

Um den vorgebildeten Harnstoff aus den Schnitten zu entfernen, werden 
die Schnitte 3mal in je 20 ccm 0,9°/,iger Kochsalzlésung 3 Minuten lang bei 
Zimmertemperatur leicht geschiittelt. Nach dem Waschen sind die Schnitte 
frei von vorgebildetem Harnstoff. Unterla8t man das Waschen, so geben die 
Schnitte praformierten Harnstoff an die Lésung ab, dessen Mengen undefiniert 
sind, da bei der Herstellung der Schnitte schon ein unbestimmter Teil des 
praformierten Harnstoffs ausgewaschen wird. 

Das Trockengewicht des Gewebes wird nach dem Versuch auf der Mikro- 
wage ermittelt. Ein VersuchsgefaB enthalt gewéhnlich 3—8 mg Gewebe, 
gelegentlich bis zu 15 mg. 

Unsere Versuchstiere waren Ratten. Nur einige orientierende Versuche 
haben wir mit Kaninchen, Mausen, Meerschweinchen und Katzen angestellt. 


3. VersuchsgefiBe. 

Neben den GefaBen, wie sie zur manometrischen Messung des Zellstoff- 
wechsels iiblich sind, haben wir in den Fallen, in denen die Atmung nicht 
gemessen werden sollte, eine Apparatur!) benutzt, die durch Fig. 1—3 er- 
lautert wird. G ist ein Glasrohr von 13 mm lichter Weite. An das Rohr werden 


























Fig. 1. Apparatur fiir Stoffwechselversuche an tiberlebenden Geywebsschnitten. 


1) Hergestellt von Hanff und Buest, Berlin N 4, Chausseestr. 117. 
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durch Normalschliff 6 VersuchsgefaBe V angesetzt und durch Spiralfedern 
festgehalten. Die GefiBe haben ein Gesamtvolumen von etwa 8 ccm und ent- 
halten gewéhnlich 3 cem Versuchslésung mit 3—8 mg Gewebe. Die Verbindung 
der GefiBe V mit dem RohrG@ muB eine lichte Weite von etwa 13 mm be- 
sitzen, damit das Gasgemisch, das man durch das Zuleitungsrohr Z durch das 
Rohr streichen ]aéBt, hinreichend schnell in die GefaBe hineindiffundiert. An 
das Rohr @ ist rechtwinklig das RohrR angebracht, das als Griff dient, an 





A 
c =a 4 YO) ’ in 
onl an Thermostat 
ii] ‘ 


























Fig. 2. (Schnitt A—B.) 


dem der Apparat getragen werden kann (Fig. 3). An den Griff wird eine 
Klammer K angelegt, die durch eine Muffe an der Eisenstange EF befestigt ist. 
E tragt am unteren Ende eine Tasche und kann in die Schiittelvorrichtung 
von Warburg eingesetzt werden. 

Nachdem die GefiBe mit der Versuchslésung gefiillt und an dem Apparat 
befestigt sind, wird das Gasgemisch, das fiir den Gasraum bestimmt ist, durch 
das Zuleitungsrohr Z etwa 10 Minuten unter Schiitteln durch den Apparat 
geleitet. Das Ableitungsrohr A wird mit einem Gummischlauch versehen, der 
unter Wasser endet. Nach Ablauf der 10 Minuten schlieBt man die Hahne H 
und bewegt die Apparatur in der Schiittelvorrichtung. 


4. Methode der Harnstoffbestimmung. 


Die Bestimmung des Harnstoffs geschieht mit der Urease- 
methode.') Ebenso wie van Slyke?) bestimmen wir manometrisch 


1) Marshall, J. of biol. Chem. 25, 487 (1913). 
2) Van Slyke, J. of biol. Chem. 78, 695 (1927). 
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die durch Urease gebildete Kohlensiure. Doch benutzen wir fiir 
die manometrische Messung nicht den van Slykeschen Apparat, 
sondern die Apparatur von Warburg. Ein Vorteil gegeniiber der 
van Slykeschen Methode besteht darin, daB sie keine Differenz- 
methode ist. Die ,,praiformierte‘ Kohlensiure der Lésung ist fiir 
die Bestimmung gleichgiltig. Fir kleine Harnstoffmengen ist 
daher die Genauigkeit gréBer. 

Prinzip der Methode: Fir die manometrische Messung des 
Harnstoffs durch Urease kommen 2 Moglichkeiten in Betracht: 

1. Arbeitet man bei schwach alkalischer Reaktion, etwa in 
einer Salzlésung mit physiologischem Bicarbonatgehalt, die mit 
5°/, Kohlensiure im Gleichgewicht ist, so reagiert das durch 
Urease gebildete Ammoniumcarbonat mit Kohlensiure nach der 
Gleichung: 
(4) (NH,),CO, + CO, + H,O = 2NH,HCO, 
Da diese Reaktion unter geeigneten Bedingungen praktisch in 
der Richtung von rechts nach links zu Ende lauft, wird fiir jedes 
gebildete Molekiil Ammoniumearbonat 1 Molekiil Kohlensiure ab- 
sorbiert. Dies gilt jedoch nur, wenn die Lésung keine Siuren ent- 
halt, deren Dissoziationskonstanten von der GréBenordnung der 
Dissoziationskonstanten der Kohlenséure sind. Enthalt die Losung 
soleche Saéuren, wie es im Serum oder Blut der Fall ist, so reagiert 
ein Teil des Ammoniumcarbonats mit den anderen Siéuren, und es 
wird weniger Kohlensiure absorbiert, als nach Gleichung (4) zu 
erwarten ist. 

2. Arbeitet man bei saurer Reaktion, so reagiert Ammonium- 
carbonat mit den Wasserstoffionen nach der Gleichung: 

(NH,),CO, + 2H+ = 2NH,+-+ H,O + CO, 

Fir jedes Molekiil Ammoniumcarbonat entsteht 1 Molekiil freier 
Kohlenséure. Bei dieser Anordnung bedingen andere Sauren keine 
Komplikationen: Das Verfahren ist in einfachen Lésungen das- 
selbe wie in Serum oder Blut. Aus diesem Grunde ziehen wir es 
vor. Zu beachten ist, daB die Reaktion der Lésung nicht zu sauer 
sein darf, da die Urease bei stark saurer Reaktion unwirksam ist. 
Wir arbeiten bei px 5,0. Bei diesem px ist die Kohlensiure prak- 
tisch vollstindig undissoziiert, so daB derjenige Anteil der Kohlen- 
sdéure, der als Bicarbonation in der Lésung bleibt und manometrisch 
nicht bestimmt wird, vernachlassigt werden kann. Unsere Ver- 
suchsanordnung war folgende: 


Erforderliche Lésungen: 1. Urease. Anfangs benutzten wir ,,Urease 
nach Revoltella“ der Firma Dr. G. Gribler, Leipzig, von der 1 Gewichtsteil 
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mit 10 Teilen Wasser 30 Minuten bei 37° extrahiert wurde. Spater verwendeten 
wir fiir die Herstellung des Extraktes frisch gemahlene Sojabohnen, die billiger 
und etwa 4mal wirksamer sind als das Griiblersche Praparat. 1 Teil Bohnen- 
mehl wird 12 Stunden bei Zimmertemperatur mit 3,5 Teilen Wasser extrahiert. 
Nach Zentrifugieren wird die iiberstehende Fliissigkeit mit 1/,, Volumen 
Acetatpuffer (vgl. unten) versetzt. Es entsteht ein Niederschlag, der nach 
! Stunde abzentrifugiert wird. Die leicht opalescierende Lésung wird fiir die 
Harnstoffbestimmung benutzt. Sie bleibt im Eisschrank etwa 1 Woche 
brauchbar. Entstehende Triibungen stéren die Bestimmung nicht. 

2. Acetatpuffer. 27,2 g Natriumacetat (NaC,H,0,-3H,O) werden mit 
6,0 g Eisessig auf 100 ccm aufgefiillt. Die Gesamtessigsiurekonzentration des 
Puffers ist 3.n., po etwa 5,0. 

VersuchsgefaBe: Die GefaBe sind mit einem Anhang versehen und 
haben die Form der Fig. 4 und 5. 

Die GefaéBe nach Fig. 4 haben ein Gesamtvolumen von etwa 11 ccm, 
die GefaBe nach Fig. 5 von 17 cem. Die kleineren GefaBe werden benutzt, 





Fig. 4. 
Versuchsgefabe zur Harnstoffbestimmung. 


wenn die zu erwartenden Harnstoffmengen klein sind. Da die GefaéBkonstante 
in den kleineren GeféBen etwa 0,8 ist, bedeutet hier 1 mm Druckanderung 
0,8 cmm Kohlensaure oder 0,00215 mg Harnstoff. In den gréBeren GefaiBen 
ist die GefaBkonstante etwa 1,4. 1mm Druckaénderung bedeutet 1,4 cmm 
Kohlenséure oder 0,00376 mg Harnstoff. 

Ausfiihrung der Bestimmung: In den Hauptraum des 
GefiBes werden 2—8 cem der auf Harnstoff zu untersuchenden 
Losung und 0,3 cem des Acetatpuffers eingefiillt. Der Anhang des 
Gefaibes enthalt 0,8 eem Ureaselésung, der Gasraum Luft. Das 
Thermobarometer enthalt im Anhang 0,3 cem Ureaselésung, im 
Hauptraum 0,3 cem Acetatpuffer und 2—%8 cem_harnstofffreier 
Losung. Die GefaéBe werden bei 87,5° im Thermostaten bis zum 
Druck- und Temperaturausgleich geschittelt, was etwa 30 Minuten 
dauert. Nachdem der Druck in den GefaéSen konstant geworden 





9 occa tibet toa ii 
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ist, wird der Inhalt des Anhangs in allen GefiBen in den Haupt- 
raum hinibergespiilt. Die GefaiBe werden wiederum bis zur Druck- 
konstanz geschiittelt. Bei Anwendung des Sojabohnenextraktes 
war nach 10—20 Minuten die Druckkonstanz erreicht.!) Der ab- 
gelesene Druck, mit den Gefé&konstanten fiir Kohlensiure multipli- 
ziert, ergibt den vorhandenen Harnstoff in Kubikmillimetern 
Kohlensiure (0°, 760 mm Hg). 


Beispiel fiir Harnstoffbestimmungen. 
Temperatur: 37,5°. Gasraum: Luft. GefaBe mit Anhang nach Fig. 5 
£ : 




















GefaB Nr. 1 (Thermo- GefaB Nr. 2 
barometer) 
Hauptraum: 3,0 com Wasser 3,0 com Wasser 
+ 0,489 mg Harnstoff 
0,3 cem Acetatpuffer | 0,3 ccm Acetatpuffer 
PH = 5,0 PH = 5,0 
Anhang: 0,3 ccm Ureaselésung | 0,3 ccm Ureaselésung 
; eae (Dr. G. Griibler) (Dr. G. Griibler) 
Volumina: ‘ 
Versuchslésung (v,) [ecm] -2;6 2,6 
Gasraum (Vg) [ecm] 12,47 
GefaBkonstante fiir Koh- 
PQC 
cmmnedne,. rane ne al 1d 
Nach Druck- und Tempe- Durch Thermo- 
raturausgleich gemischt. barometer kor- 
rigierte Druck- 
Druckanderung nach: anderung 
10 Minuten — 0,5 +104 + 104,5 
20 Minuten — 2,5 +134 + 136,5 
50 Minuten — 8 +132 + 140 
Harnstoff-Kohlensaure 
cmm 1,289 « 140 
- 180,5 cmm 
Harnstoff mg 180,5 x 2,69 x 1073 
0,487 mg 








Fehlergr6Be: Der Druck, der nach Mischen der Harnstofflésung mit 
Ureaselésung auftritt, kann mit einem Fehler von +- 1 mm gemessen werden. 
Ist der Ausschlag am Manometer groB, so wird der prozentische Fehler sehr 
klein. Unsere Ausschliage lagen gewoéhnlich zwischen 20 und 100mm. Die 
iibrigen Fehler (Pipetten, GefaBkonstante) sind bei geniigender Sorgfalt so 
klein, daB sie nicht ins Gewicht fallen. 





1) In Gegenwart von Phosphatpuffer (m/50) wirkt die Urease langsamer. 
Phosphat scheint bei pq 5,0 die Urease spezifisch zu hemmen. 
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5. Ammoniakbestimmung. 


Das Ammoniak wird in dem Apparat nach Parnas?) aus der Lésung ab- 
destilliert und in Salzsiure aufgefangen. Kleine Ammoniakmengen (0,001 bis 
0,01 mg) bestimmen wir colorimetrisch mit Nesslers Reagens, gréBere 
Mengen titrimetrisch. 


6. Aminostickstoffbestimmung. 
Aminostickstoff wird nach van Slyke mit salpetriger Saure in der 
manometrischen Anordnung gemessen.*) Bei gleichzeitiger Anwesenheit von 
Ammoniak und Harnstoff halten wir uns an die Angaben von van Slyke. 


| 7. Messung der Sauerstoffatmung. 

Neben der Harnstoffbildung haben wir haufig die Atmung manometrisch 
nach den Vorschriften Warburgs gemessen. Bei der Berechnung der Atmungs- 
kohlenséure ist dabei zu beriicksichtigen, da die Harnstoffbildung nach der 
Bilanzgleichung 

NH, 

(5) 2NH,HCO, = C=O + 3H,0+ C0, 

th 

\NH, 
verlauft. Fiir jedes Molekiil Harnstoff, das gebildet wird, verschwinden zwei 
Molekiile Bicarbonat, und es erscheint 1 Molekiil freier Kohlensaure, das 
manometrisch gemessen wird. Um die Atmungskohlensaure bei gleichzeitiger 
Harnstoffbildung zu erhalten, ist daher der Harnstoff zu bestimmen und die 
nach Gleichung (5) gebildete Kohlensiure von der Gesamtkohlenséure zu 
subtrahieren. 

8. Messung der Harnstoffbildung durch Gewebe. 

Die VersuchsgeféBe enthalten einige Kubikzentimeter (meistens 3 ccm) 
der physiologischen Salzlésung (nach 8. 36). Ammoniak fiigen wir in Form 
einer 1°/,igen Ammoniumchloridlésung hinzu. Die Konzentration an Ammo- 
niak betrigt in den meisten Versuchen 12 oder 18 mg-°/,. Nachdem der ge- 
waschene Gewebsschnitt in das VersuchsgefaB gebracht ist, wird das GefaB 
an ein Manometer oder an den Apparat nach Fig. 1 angesetzt und der Gas- 
raum mit 5 Vol.-°/, Kohlensaéure in Sauerstoff gefiillt. Dann werden die Ge- 
faBe im Thermostaten der Warburgschen Apparatur bei 37,5° bewegt, wobei 
die Zahl der Schwingungen etwa 100 pro Minute und die Exkursion der GefaBe 
etwa 5cm betrigt. Nach Ablauf einer bestimmten Zeit (1 oder 2 Stunden) 
werden die GefaéBe aus dem Thermostaten herausgenommen und die Schnitte 
schnell aus der Versuchslésung entfernt. Sie werden in destilliertem Wasser 
abgespiilt und nach Trocknen (100°) auf der Mikrowage gewogen; in der Lésung 
wird der Harnstoff nach Abschnitt 4 bestimmt. Ein Beispiel fiir einen der- 
artigen Versuch findet sich in dem Protokoll 8S. 64. 

Die Genauigkeit, mit der man die Geschwindigkeit der Harnstoffbildung 
in dieser Weise messen kann, betragt etwa 5—7°/,. Da aber nicht selten in 
Doppelversuchen gréBere Abweichungen vom Mittelwert auftreten*), haben 





1) Biochem. Z. 152, 1 (1924); 178, 224 (1926). 

2) J. of biol. Chem. 88, 425 (1929). 

5) Siehe Tab. 17, 18 und 19 mit Doppelbestimmungen und das Protokoll 
S. 64 mit 4 Parallelbestimmungen. 
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wir fast immer mit Doppelbestimmungen gearbeitet. Worauf die gelegentlich 
beobachteten gréBeren Abweichungen beruhen, wissen wir nicht, vielleicht 
auf einer Verschiedenheit der einzelnen Leberteile beim gleichen Tier. Rosen- 
thal?) denkt jedenfalls an diese Méglichkeit, wenn er in der Milchséurebildung 
durch Lebergewebe bei ein und demselben Tier Unterschiede findet, die iiber 
die iiblichen Fehlergrenzen der Methode hinausgehen. 


9. MaBeinheiten fiir die Harnstoffbildung. 

Wir driicken die gebildete Harnstoffmenge in Kubikmillimetern der 
gemessenen Harnstoff-Kohlenséure aus (0°, 760 mm) und bilden als MaB fiir 
die Geschwindigkeit der Harnstoffsynthese den Quotienten 

emm Harnstoff-Kohlensaure 
@Harnstott mg Gewebe (trocken) x Stunden 
Da die Harnstoffmenge hier in Kubikmillimetern Gas ausgedriickt ist, sind 
die Harnstoffquotienten direkt mit den Atmungsquotienten von Warburg 
(Vo,) vergleichbar. Will man die Harnstoffmenge in Milligrammen berechnen, 
so sind, da 1 mg Harnstoff 371 cmm Aaquivalent sind, die Q -Werte 
mit 2,69 x 10-% zu multiplizieren.*) 

Entsprechend den Qpyarnstos¢ > QUOtienten gebrauchen wir den Ammo- 
niakquotienten 


(6) 


Harnstoff 


(7) Q emm Ammoniak (0°, 760 mm Hg) 
i ™ = 
NH; mg Gewebe (trocken) x Stunden 


Wie iiblich, driicken wir die Bildung eines Stoffes durch das positive Vorzeichen, 
den Verbrauch durch das negative Vorzeichen aus. 

Zur Orientierung iiber die UmsatzgréBen sei erwihnt, dab Leber der 
Ratte unter geeigneten Bedingungen Qy,, pnctog;- Werte bis zu 15 liefert. 
1 mg Gewebe bildet also in 1 Stunde bis zu 15 x 2,69 x 10-% = 0,04 mg 
Harnstoff, d. h. 4°/, des Eigengewichtes. Der Harnstoffumsatz erreicht die 
GroBenordnung der Atmung: 1 mg Lebergewebe verbraucht je nach den Ver- 
suchsbedingungen 10—20 cmm Sauerstoff pro Stunde und kann in der gleichen 
Zeit 15cmm Kohlenséure und 30 cmm Ammoniak zu Harnstoff syntheti- 
sieren. 

II. Harnstoffbildung aus Ammoniak in der Leber. 
1. Grundversuch. 


Bewegt man Leberschnitte in ammoniakhaltiger Losung in 
Gegenwart von Sauerstoff, so verschwindet Ammoniak aus der 
Lésung und es erscheint Harnstoff, wie folgende Beispiele zeigen 


(Tab. 2). 
‘ verbrauchtes Ammoniak 
Der Quotient biideter Hametolf 
herum. In manchen Fallen ist der Quotient etwas kleiner als 2, was 


bedeutet, daB ein Teil des Harnstoff-N nicht aus dem zugesetzten 
Ammoniak, sondern aus der Leber selbst stammt. In anderen 


liegt meistens um den Wert 2 








1) Biochem. Z. 244, 133 (1932), besonders S. 143. 
2) Das Molvolumen der Kohlensaure ist gleich 22,26 Liter gesetzt. 
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Tabelle 2. 


Harnstoffbildung aus Ammoniak durch Leberschnitte. 
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© ~ L o < rary 

> = <4 = S 

Qeosea 2 En = ~ 5% 

—_— oC S ol san = " SB 6/8 

mg Ernahrungs- JS G&s22] 66% x x o £/e 

Nr . Page al easy & z |sis 
Leber zustand Sen bG] E52 ¢g = > sr" 
CEss | 2a—|° ~ oe 

mals ¢ g 6 
1 | 11,56 }| Ernahrt 112,0 266,0 | 4,84 |— 11,4 | — 2,38 
13,44 |{ (Doppelversuch) 126,5 305,0 | 4,70 - 11,3 — 2,41 
21. 7,20 {rnahrt 84,1 137,0 | 5,84 ]— 9,5 | — 1,63 
3 | 15,07 | Hunger 24 Stdn. 72,4 158,0 | 2,23 |— 5,24] — 2,18 
4 |] 8,30 |) Hunger 48 Stdn. 16,2 156,0 | 0,98 |— 9,40] — 9,59 
5,40 |{ (Doppelversuch) 13,2 114,0 | 0,94 | — 10,55] — 11,21 


Fallen ist der Quotient gréBer als 2. Hier gehen neben der Um- 
wandlung von Ammoniak in Harnstoff noch andere, bisher nicht 
naher bekannte Reaktionen vor sich, in denen Ammoniak ver- 
braucht wird. Auffallig ist, da diese Nebenreaktionen besonders 
groB sind, wenn die Harnstoffbildung klein ist, wie im letzten 
Beispiel der Tab. 2. 

Wie man aus der Tabelle ersieht, entstehen unter unseren 
Versuchsbedingungen aus Ammoniak grofbe, gut meBbare Mengen 
Harnstoff; damit ist eine Methode gegeben, mit der man die Harn- 
stoffsynthese in der Leber in einfacher und iibersichtlicher Weise 
untersuchen kann. 


2. EinfluB des Ernahrungszustandes des Versuchstieres. 


ale 


In der Tabelle 2 fallt auf, daB Leber verschiedener Tiere, die 
unter gleichen Bedingungen untersucht sind, verhaltnismabig 
grobe Unterschiede in den Yparmstors7 Werten aufweisen. Sucht man 
nach den Ursachen fiir die Unterschiede, so zeigt sich, daB einer 
der Faktoren, die die Gr6éBe von Qyarmstore Destimmen, der Er- 
nihrungszustand des Versuchstieres ist. Leber guternahrter 
Ratten bildet mehr Harnstoff als die Leber von Tieren, die 24 bis 
48 Stunden gehungert haben. Wir finden folgende Zahlen (Tab. 3). 

Es ergibt sich aus der Tab. 8, da im Mittel durch 24stiindigen 
Hunger die Fiahigkeit zur Harnstoffbildung von 3,04 auf 1,58, 
d. h. auf etwa die Halfte absinkt. 

Uberlegt man, warum die Harnstoffbildung im Hunger ab- 
sinkt, so kénnte man daran denken — da die Harnstoffsynthese 
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Tabelle 3.?) 


EinfluB des Ernahrungszustandes auf die Harnstoffbildung. 




















Ernahrte Tiere Hungertiere 
Nr. f Nr. E Nr. Hunger- ; Nr. Hunger- é 
= = zeit = zeit = 
oS LS Y YS 
1; 1,19 | 10 2,91 1 24 Stdn. 1,13 9 48 Stdn. 0,96 
2; 1,31 1] 3,12 ie » 1,21 10 | 48 _ SC, 1,50 
3 1,80 | 12 3,49 3 |24 ,, 127 §11/48 ,, 1,54 
4 1,95 | 13 3,74 42 , 139 | 12/48 ,, 1,55 
5 1,97 14 3,76 5 | 24 ,, 1,57 13 | 48 =, 2,18 
6 =. 2,16 15 3,87 6 | 24 .,, 1,90 14 | 48 2,62 
7) 2,19 | 16 4,11 7 |24 ,, 1,90 
8 | 2,55 | 17 4,21 8 24 ,, 2,23 
9 | 37 vir 
° | 2,67 - iil Mittelwert: 1,58 
Mittelwert: 3,04 


an die Atmung der Zelle gebunden ist?) —, daB im Hunger die 
Atmung der Leber abnimmt. Das ist aber nicht der Fall.*) Das 
Absinken mu8 also andere Ursachen haben, und es liegt daher die 
Annahme nahe, daf zur Harnstoffbildung irgendwelche Stoffe 
notig sind, an denen die Leber im Hunger verarmt. Wir haben 
darum versucht, durch Zusatz verschiedener Stoffe die Harnstoff- 
bildung in der Hungerleber zu steigern und auf den Wert zu 
bringen, den man in der Leber ernahrter Tiere erhalt. Die folgenden 
Abschnitte zeigen, daB dies in der Tat mdglich ist. 


3. Steigerung der Harnstoffbildung durch stickstofffreie 
Substanzen. 

Stickstofffreie Substanzen, mit denen wir eine Steigerung der 
Harnstoffbildung erhalten, sind Glucose, Fructose, Lactat und 
Pyruvinat. 

Die Steigerung der Harnstoffbildung durch Glucose, Fructose, 
Milchsiure und Brenztraubensiéure tritt zwar mit einiger Regel- 
maBigkeit auf, doch finden sich erhebliche Schwankungen in den 
1) Die Tabelle enthalt die Ergebnisse aller Versuche, die unter gleichen 
Bedingungen ausgefiihrt waren. Die Ammoniakkonzentrationen waren 12mg-°/,, 
in einigen Fallen 18 mg-°/). 

*) L6ffler, Biochem. Z. 85, 230 (1917); 112, 164 (1920). 
3) Meyerhof, Lohmann u. Takane, Biochem. Z. 171, 380 u. 403 (1926). 
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Tabelle 4. 


Wirkung von Glucose, Fructose, Lactat und Pyruvinat auf die Harnstoff- 
bildung aus Ammoniak in der Leber hungernder Ratten. (Ammoniakkonzen- 
tration 12 mg-°/5). 
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Mittlere °/,ige 
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Tabelle 5. 
Wirkung von Glucose, Fructose, Lactat und Pyruvinat auf die Harnstoff- 
bildung aus Ammoniak in der Leber ernaihrter Ratten. (Ammoniakkonzen- 
tration 12 mg-°/. 
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einzelnen Versuchen. Rechnet man Mittelwerte fiir die Steige- 
rungen aus, so zeigt sich, daB im allgemeinen in Hungerlebern die 
Steigerungen etwas gr6Ber sind. Man kann daher annehmen, da 
die verminderte Harnstoffbildung in der Hungerleber zum Teil 
von der Verarmung an Kohlenhydrat herriihrt. Da die Unter- 
schiede zwischen Hungerleber und erniihrter Leber nach Zusatz 
der erwiihnten Stoffe nur kleiner werden, aber nicht verschwinden, 
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so miissen noch andere Substanzen in der Hungerleber fehlen, die 
fir die verminderte Harnstoffbildung mitverantwortlich sind. 

Keine Wirkung auf die Harnstoffbildung unter gleichen Bedingungen 
fanden wir bei Glycerin, Sorbose, Malonséure, Bernsteinséure, Valeriansdure, 
Buttersaéure, Citronensiure und Ameisensiure. Die Versuchsanordnung war 
dieselbe wie in den Versuchen der Tab. 4 und 5. Die Konzentration der zu- 
gesetzten Stoffe war 200 mg-°/,. Die Siuren waren vor dem Zusatz mit Natron- 
Jauge neutralisiert. 


4. Wirkung des Ornithins auf die Harnstoffbildung aus 
Ammoniak, 

Bei Versuchen iiber die Harnstoffbildung aus Aminosiiuren 
stieBen wir auf eine iberraschende, unerwartete Tatsache. Ent- 
halt die Versuchslosung gleichzeitig Ammoniak und d-Ornithin, so 
finden wir eine auBerordentlich grobe Harnstoffbildung (Tab. 6). 


Tabelle 6. 
Harnstoffbildung aus Ammoniak in Gegenwart von d-Ornithin. 
(Ammoniakkonzentration 12 und 18 mg-°/,.). 

















 Harnstoft 
Nr. | Ernahrungszustand iti cieaieipesthenectscelagsiangetai dds 
ohne Ornithin| mit 100 mg-°/, | mit 200 mg-°/, 
l Ernahrt 1,99 4,49 
2 a 2,16 6,18 
3 ‘ 2,19 5,25 | 
4 ‘i 2,91 7,49 | 
5 - 3,49 4,72 | 
6 - 4,21 6,00 
7 “ 5,98 | 6,89 
8 | Hungertier 24 Stdn. 1,27 | 3,31 | 
9 - 24 =, 1,39 3,24 
10 ve 24. —C,, 1,64 7,37 
1] .~. -_— w- 2,22 | 3,77 
12 48, 0,96 | 5,48 
13 ” 48, 2,18 7,48 
14 " 48 ,, 2,62 5,17 
15 - 9 SC, 2,81 6,22 


Noch bedeutend groBer wird die Wirkung des Ornithins, wenn 
die Versuchsl6sung auBer Ammoniak auch Lactat oder Fructose 
oder Pyruvinat enthalt. In Gegenwart von Lactat finden wir die 
groBte Ornithinwirkung (Tab. 7 und 8). In Gegenwart von Orni- 
thin und Lactat verschwinden auch die Unterschiede in der GréBe 
der Harnstoffbildung zwischen den Lebern von Hungertieren und 
ernahrten Tieren (Tab. 9). 
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Ty ry 

Tabelle 7. 

Harnstoffbildung aus Ammoniak in Gegenwart von d-Ornithin und Lactat. 
(Ammoniakkonzentration 12 und 18 mg-°/).) (200 mg-°/, d,1l-Lactat.) 





1. Versuch 


Ornithin- 
konzentration 
mg-°/, 


0,0 
0,1 
1,0 

10,0 





 Harnstoff 











Versuch 


z. 
Ornithin- 
konzentration Quarnstoff 
mg-°/> 
0,0 3,98 
0,5 5,17 
2,0 8,11 
8,0 8,05 
32,0 10,70 





Tabelle 8. 
Harnstoffbildung aus Ammoniak in Gegenwart von d-Ornithin und Lactat, 
Glucose, Fructose, Pyruvinat. 

(10 mg-°/, d-Ornithin, 19 mg-°/, Ammoniak.) 





Ornithin- 
konzentration 
mg-°/5 


0,0 
12,5 
50,0 

200, 0 








3. Versuch 


Y Harnstoft 


8,85 
12,15 
11,05 








( Harnstoft 





Harnstoffbildung in Hungerlebern und ernahrten Lebern nach d-Ornithin- 


Zusatz 


ohne 


4,82 
2,86 





d, 
0/ 
200 mg-°/5 


mit 
]-Lactat 


14,76 
11,23 


mit 
d-Glucose 


~ 


5.58 





Tabelle 9. 


und Lactatzusatz. 
(200 mg-°/, d,l-Lactat, 12 und 18 mg-°/, Ammoniak.) 





‘ mit 
mit as 
Natrium- 
d-Fructose ; 
pyruvinat 


200 mg-°/, 


9,24 





200 mg-°/, 











Hungertiere 
Ornithin- 
Nr. konzentration 

mg-°/9 

l 10 

2 10 

‘ 10 

4 10 

5 10 

6 10 
Mittel: 





@ Harnsto 


10,67 
10,84 


ff 











Ornithin- 
konzentration 


Ernahrte Tiere 


mg-°/o 


10 
10 
200 
200 
200 
200 





Mittel: 


VHarnstotf 


11,23 
11,36 
8,25 
9,82 


10,34 
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Die Leber bezieht im Organismus Ornithin aus den Eiweib- 
stoffen der Nahrung, die ohne Ausnahme Ornithin §praformiert 
enthalten. Im Hunger sinkt die Ornithinzufuhr ab, und man kann 
das Absinken der Harnstoffbildung im Hunger auf Mangel an 
Ornithin zuriickfiihren, da Ornithinzusatz die Unterschiede in der 
Harnstoffbildung, die der Ernaihrungszustand bedingt, aufhebt. 

Fragt man nach den Ursachen der Ornithinwirkung, so kiénnte 
man zundchst daran denken, daB das Ornithin die Muttersubstanz 
des Harnstoffs sei. Doch wird dies schon dadurch unwahrscheinlich, 
daB Ornithin bei Abwesenheit von Ammoniak kaum Harnstoff 
bildet?) (Tab. 10). 


Tabelle 10. 


Harnstoffbildung aus d-Ornithin ohne Ammoniakzusatz. 





(Harnstoff 
Nr. ohne Zusatz mit 100 mg-°/, d-Ornithin 
] 0,12 0,45 
2 0,08 0 
3 0,20 0,60 
4 0,26 0,34 








DaB Ornithin nicht die Quelle des Hartistoffs sein kann, 
ergibt sich mit Sicherheit aus der Tatsache, da wihrend der 
Harnstoffbildung die Konzentration des Ornithins — gemessen 
am Aminostickstoffgehalt der Lésung — nicht wesentlich absinkt. 
Wir finden beispielsweise folgende Stickstoffbilanz (Tab. 11). Die 
Versuchslésung enthielt 8 mg-°/,) Ammoniak (112 cmm Ammo- 
niak pro Kubikzentimeter) und 200 mg-°/, d-Ornithin (576 emm pro 
Kubikzentimeter), die Versuchsdauer betrug 2 Stunden. 


In dem angefiihrten Versuch 1 waren 143 cmm Harnstoff, 
entsprechend 286 emm Ammoniak gebildet. Die Ornithinkonzen- 
tration nahm nur um 380 emm ab, die Ammoniakkonzentration 
aber um 287 cmm. Mindestens 90°/, des Harnstoff-N miissen daher 
aus dem zugesetzten Ammoniak stammen. 

Wenn das Ornithin, waihrend es wirkt, bilanzmiBig nicht an 
Konzentration abnimmt, so sollte es méglich sein, mit kleinen 
Mengen Ornithin groBe Wirkungen zu erzielen. Dies ist in der 
Tat der Fall. Schon 1/159, mg Ornithin pro Kubikzentimeter Lésung 

1) Felix u. Réthler, Diese Z. 148, 134 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCX. 4 
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Tabelle 11. 
Stickstoffbilanz bei der Harnstoffbildung aus Ammoniak in Gegenwart von 
d-Ornithin (alle Gré8en sind in cmm ausgedriickt). 
























































Tab. 12 angefiihrten Zahlen. 
bewirkt 
molekiile (7 


lange, so kann man den Quotienten - 




















Ammoniakbilanz Harnstoffbilanz Amino-N- Bilanz?) 
In der Lésung In der Lésung a In der I Lésung 
me vorhanden ver- Vv vorhande n ge- vorhanden ver- 
‘| Leber} zu am | braucht zu am | bildet zu | am | brauchi 
sevinn canes Beginn Ende Beginn | Ende 
932] 365 783 | 287 0 143,2 | 143.2 |] 1879 | 1849 30 
8,86 | 365 79,9 285 0 138,6 | 138,6 1879 1842 37 
steigert die Harnstoffbildung — wenn die Lésung Lactat enthalt — 
auf das 2—8fache (Tab. 12). 
Tabelle 12. 
Katalytische Wirkung kleiner Ornithinmengen. 
Durch Quotient 
Fliissio Ge- Ornithin 
Ornithin- ae bildeter | bewirkte Mol 
N mg keits- Mi- - Harn- | mehrgebildeter 
Nr. me zusatz volumen | nuten arn- atoff- __ Harnstoff _ 
mg-°/, (com) stoff mehr- Mol 
on (emm) | bildung vorhandenen 
(emm) Ornithins 
1 | 4,79 0 3,0 120 11,2 
4,79 ] 3,0 120 50,0 38,8 7,6 
2] 3,89 0 1,0 240 41,1 
3,89 1 1,0 240 82,8 41,7 24,5 
3 | 3,22 0 1,0 300 61,2 
3,22 ] 1,0 300 112,8 51,6 30,4 


Vergleicht man in den angefiihrten Versuchen die zugesetzte 
Ornithinmenge mit der Menge des infolge Ornithinzusatz mehr- 
gebildeten Harnstoffs, so findet man die in der letzten Siule der 





ache). 


groBer werden lassen. 
1) Ornithin reagiert mit salpetriger Saure bei der Bestimmung nach 
van Slyke mit 90°/, seines Stickstoffs (eigene Messung) [vgl. auch Edlbacher 


u. Burchard, 
GréBen ohne Korrektur angegeben. 
sind 22400 cmm aquivalent gesetzt. 


1 Molekiil vorhandenen Ornithins 
also eine Mehrbildung der vielfachen Anzahl Harnstoff- 
Wahlt man die Versuchszeiten beliebig 
mehrgebildeter Harnstoff 





vorhandenes Ornithin 


beliebig 


Diese Z. 194, 72 (1931)]. In der Tabelle sind die gemessenen 
1 Milligrammatom Stickstoff (14 mg) 
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Nach diesen Versuchen gleicht die Wirkung des Ornithins in 
der lebenden Zelle einer Katalysatorwirkung. 

Spezifitat des Ornithins. Folgende Substanzen, in gleicher 
Weise wie Ornithin untersucht, ergaben keine steigernde Wirkung 
auf die Harnstoffbildung: Glykokoll, d,l-Alanin, d-Valin, 1-Leucin, 
d-Cystein, Asparagin, Asparaginsiiure, Glutaminsiiure, Pheny]- 
alanin, Tyrosin, Putrescin, Cadaverin, Lysin, Kreatin, Guanidin, 
Cholin, Tryptophan, Histidin.') 

Nur eine Aminosiure — einen nahen Verwandten des Orni- 
thins — haben wir gefunden, die éhnlich wie Ornithin die Harnstoff- 
bildung aus Ammoniak steigert. Diese Aminosiiure ist das Citrullin. 
Uber die Versuche mit Citrullin berichten wir in Abschnitt 7. 


5. Kreislaufdes Ornithins (Theorie der Harnstoffbildung). 


Will man die Wirkung des Ornithins verstehen, so mu8B man 
annehmen, da es als Zwischensubstanz an der Harnstoffsynthese 
teilnimmt, daB die Synthese also nicht nach der einfachen Bilanz- 


gleichung NH, 
(8) 2NH, + CO, = C—O + H,O 
\NH, 


verlauft, sondern in mehreren Teilreaktionen, unter primirer 
Bildung eines Zwischenproduktes, das aus Ornithin, Ammoniak 
und Kohlenséure entstanden sein muf. Von der zu suchenden 
Zwischensubstanz ist zu verlangen, daB sie in der lebenden Zelle 
mit mindestens der gleichen Geschwindigkeit, mit der die Bilanz- 
reaktion (8) ablauft, Harnstoff abspaltet und Ornithin zuriick- 
bildet. Denn in der Bilanz wird Ornithin, wie wir finden, nicht 
verbraucht. Eine Substanz, die die fiir den Zwischenkoérper ge- 
forderten Eigenschaften besitzt, ist lange bekannt: Es ist das 
Arginin. Arginin laé8t sich aus Ornithin, Ammoniak und Kohlen- 
siure entstanden denken und wird, wie verlangt, in der Leber 
mit groBer Geschwindigkeit zu Ornithin und Harnstoff gespalten 
(Tab. 18). Wir ziehen daher den SchluB, da Arginin das ge- 
suchte Zwischenprodukt der Harnstoffsynthese in der Leber ist, und 
die Primarreaktion der Harnstoffsynthese aus Ammoniak und 
Kohlenséure ist demnach: 
(9) R-CH,NH, +2NH, + CO, = R-CH,NH-C(:NH)-NH, + 2H,0.?) 
Ornithin + 2Ammoniak -+-Kohlensiure = Arginin + 2Wasser 


1) Da Arginin in der Leber Ornithin abspaltet, ist es selbstverstandlich, 
daB man nach Argininzusatz dasselbe wie nach Ornithinzusatz findet. 


2) R = CH,-CH,-CHNH,: COOH. 


4* 
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Die zweite Reaktion der Harnstoffsynthese ist die seit Kossel 
und Dakin’) bekannte Spaltung des Arginins unter der Wirkung 
der Arginase: 

Arginin -+- Wasser = Ornithin -} Harnstoff 
Addiert man die beiden Gleichungen (9) und (3), so erhilt man die 
Bilanzgleichung (8). 
6. Arginase, ein Teilferment in der Harnstoffsynthese. 

Argmase wurde 1904 von Kossel und Dakin?) entdeckt. 
Spaiter wurde das Ferment besonders von Edlbacher?), Cle- 
menti’) und Hunter®) untersucht. 


Tabelle 13. 


Vorkommen der Arginase in tierischen Geweben (nach Messungen von Ed1- 


bacher und Mitarbeitern®). 





Aus Arginin Aus Arginin 
gebildeter gebildeter 
Organ | ‘Tierart Harnstoff Organ Tierart Harnstoff 
pro mg Gewebe pro mg Gewebe 
und Stunde und Stunde 
(in emm) (in cmm) 
Leber Katze 2600 Milz Ratte 0 
" Meerschw. 4000 Ovar - 0 
Maus 4400 Schilddriise a 0 
Ratte 2000 Pankreas oe 0 
m Hahn 3 Herz st 0 
Niere " 36 Blut ss 0) 
Ratte 67 Muskel Meerschw. 0 
x Meerschw. 34 Carcinom Maus 0 
Hoden Ratte O 
Hahn 13 




















Die Zahlen von Edlbacher sind, um sie mit den Qyarnctope- Werten 
vergleichbar zu machen, auf Milligramm Trockengewicht umgerechnet (Trocken- 
gewicht = 1/; Frischgewicht gesetzt) und der Harnstoff ist in Kubikmillimeter 
Kohlenséure ausgedriickt. Ein ,,Arginasewert*‘ 1 nach Edlbacher entspricht 
1,1 unserer Einheit. Die Zahlen sollen nur iiber die GréBenordnung des Argi- 
nasevorkommens orientieren. Sie sind als Minimalwerte anzusehen. 


') Diese Z. 41, 321 (1904); 42, 181 (1904). 

*) Diese Z. 41, 321 (1904); 42, 181 (1904). 

3) Diese Z. 148, 273 (1925); 185, 1 (1929). 

4) A. Clemenui zit. nach Hunter u. Dauphinée.®) 

°) A. Hunteru.J.A. Dauphinée, Proc. Roy. Soc. Subl.-B.97, 227 (1925). 
6) Edlbacher, a.a. O. 
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Schon Clementi!) und nach ihm Hunter und Dauphinée?) 
sahen, als sie die Verbreitung der Arginase im Tierreich unter- 
suchten, daB das Ferment nur in der Leber solcher Tiere vorkommt, 
die Harnstoff als Endprodukt des EiweiBstoffwechsels ausscheiden. 
Der innere Zusammenhang dieser Tatsachen wird jetzt klar: Die 
Arginase ist ein Teilferment in der Harnstoffsynthese. Das reich- 
liche Vorkommen der Arginase in der Saugetierleber erhilt so 
seinen physiologischen Sinn, und wir verstehen, warum man in 
anderen Organen (T'ab. 18) und in den Lebern der Végel die 
keinen Harnstoff bilden — keine Arginase findet oder nur 100 bis 
1000mal weniger als in der Leber der Siugetiere. 

Die Wirkung der Arginase ist nicht an das Leben der Zelle 
gvebunden und verliuft auch in Zellextrakten. Hierdurch unter- 
scheidet sich die Harnstoffbildung aus Arginin von der aus Ammo- 
niak. Man ‘ersieht, daB es von den Teilreaktionen (9) und (3) die 
erste ist, die an das Leben gekniipft ist. 


7. Wirkung des Citrullins auf die Harnstoffbildung. 


Die einzige Substanz, bei der wir déhnliche Eigenschaften ge- 
funden haben wie beim Ornithin, ist —- wie schon erwaihnt — 
Citrullin. Die Versuche mit Citrullin sind von besonderem Interesse, 
weil sie den chemischen Mechanismus der Reaktion (9), der Syn- 
these des Arginins aus Ornithin, Ammoniak und Kohlenséure 
naher aufkliren. 

Citrulin wurde 1914 von den Japanern Y. Koga und 
5. Odake*) aus der Wassermelone (Citrullus vulgaris) isoliert. 
Seine chemische Konstitution wurde von M. Wada im Jahre 1930 
geklart und durch die Synthese gesichert.4) Es ist eine «-Amino- 
d-ureido-valeriansiure : 

HOOC-CHNH,-CH,:CH,-CH,NH-CO-NH, 

Citrullin l4Bt sich aus Ornithin, Kohlensiure und Ammoniak 
unter Wasseraustritt entstanden denken. Die Anlagerung eines 
weiteren Molekiils Ammoniak an Citrullin unter Austritt eines 
weiteren Molekiils Wasser wirde zum Arginin fihren. 

Diese Beziehungen des Citrullins zum Ornithin und Arginin 
legen die Frage nahe, ob der Aufbau des Arginins aus Ornithin, 


-t) a. a. O. 2) a. a. O. 
8) Y. Koga u. S. Odake, J. Tokyo Chem. Soc. 35, 519 (1914), zit. nach 
Wada’). 
4) M. Wada, Biochem. Z. 224, 420 (1930). 
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Ammoniak und Kohlensiure iiber das Citrullin nach den Glei- 
chungen (1) und (2) geht. Wir sind Herrn Professor Ackermann- 
Wirzburg, der kirzlich Citrullin aus Arginin gewann, indem er 
Arginin der Faulnis unterwarf!), zu groBem Dank verpflichtet, 
daB er uns auf unsere Bitte 20 mg Citrullin zur Verfiigung stellte. 
Dadurch war es uns moglich, die Frage, ob die Synthese des Argi- 
nins in der Leber nach den Gleichungen (1) und (2) erfolgt, zu 
prifen. 


Harnstoffbildung in Gegenwart von Citrullin. 


Wenn die Harnstoffbildung in der Leber tiber Citrullin und 
Arginin gemiifi den Gleichungen (1) und (2) erfolgt, so wire zu 
verlangen: 

1. daB in Gegenwart von Citrullin -+- Ammoniak in der Leber 
mindestens ebenso schnell Harnstoff entsteht wie in Gegenwart 
von Ornithin + Ammoniak + Kohlensiure; 

2. dab der in Gegenwart von Citrullin + Ammoniak gebildete 
Harnstoff—-Stickstoff zur Halfte aus dem Citrullin, zur anderen 
Halfte aus dem Ammoniak stammt. 

Beide Bedingungen werden, wie der Versuch ergibt, erfiillt. 

Fiigt man Citrullin zu Lebergewebe hinzu, ohne gleich- 
zeitig Ammoniak hinzuzugeben, so findet man keine oder 
nur eine sehr geringe Harnstoffbildung (Tab. 14, Nr. 4). Anders 
ist es — wie zu erwarten — wenn die Lésung gleichzeitig Citrullin 
und Ammoniak enthalt. In diesem Falle entsteht in der Leber 
mit groBer Geschwindigkeit Harnstoff, und zwar um etwa 30°/, 
schneller als in Gegenwart von Ornithin, Ammoniak und Kohlen- 
siiure. Wir geben folgende Beispiele wieder (‘Tab. 14). Die Versuchs- 
lésung (1 cem) enthielt 12 mg-°/, Ammoniak und 200 mg-°/, d,]l- 
Lactat. Temperatur: 37,5°: 














Tabelle 14. 
——_—_—— - j —— 
Nr. Versuchslésung oe : dj 
1 Leber | 2. Leber 
1 ohne Zusatz .... i dive & le: ale 1,94 4,45 
2 mit 200 mg-9/, Omithin ....... 9,82 8,85 
3 mit 200 mg-°/, Citrullin ... . 12,78 10,90 
4 mit 200 mg-°/, Citrullin ohne Ammoniak 0 — 


Mi8t man neben dem gebildeten Harnstoff das verschwundene 
Ammoniak, so findet man die Zahlen der Tab. 15. In Gegenwart 


1) D. Ackermann, Diese Z. 203, 66 (1931). 








_ 
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von Ornithin verschwinden, wie friiher schon erwihnt, etwa 
2 Molekitle Ammoniak aus der Lésung, wenn 1 Molekiil Harnstoff 
entsteht. In Gegenwart von Citrullin dagegen finden wir, da8 nur 
etwas mehr als 1 Molekiil Ammoniak aus der Lésung verschwindet, 
wenn 1 Molekiil Harnstoff entsteht. Wie zu erwarten, stammt die 
Hilfte des Harnstoff-N in Gegenwart von Citrullin aus dem 
Ammoniak der Lésung, die andere Hilfte aus dem Citrullin. 


: ( Ammoniak : y 
DaB der Quotient - etwas vom theoretischen Wert 
()Harnstoft 


abweicht, ist nicht verwunderlich. Im Falle der Harnstoffbildung 
in Gegenwart von Ornithin ist der Quotient meistens etwas kleiner 
als der theoretische Wert 2, weil ein kleiner Teil des Ammoniaks, 
das zu Harnstoff wird, nicht aus der Lésung stammt, sondern aus 
anderen, nicht erfaBten Quellen. Im Falle der Harnstoffbildung 


aus Citrullin und Ammoniak ist der Quotient @ammoniak gt wag 
(/Harnstoft 


eroBer (1,38) als der theoretische Wert 1, weil in Gegenwart von 
Citrullin in der Leber Ornithin entsteht, das nach Gleichung (9) 
und (3) reagiert, wobei pro Molekiil gebildeten Harnstoffs 2 Molekiile 
Ammoniak verschwinden. Dadurch, daB die Reaktionen (2) und (9) 
sleichzeitig nebeneinander verlaufen, findet man immer einen 
cr6Beren Ammoniakverbrauch, als nach (2) zu erwarten ist. 


Tabelle 15. 


Stickstoffbilanz bei der Harnstoffbildung in Gegenwart von Ornithin und 




















Citrullin. 

ee ins ‘ Ge- Ver- | 7 

Leber 1 ccm Versuchslésung Ver- bildeter | braucht Quote nt 
mit 2 mg d,1-Lactat und ao Harnst. NH, | 

mg : . zeit in cmm | in emm | Harnst. 
5,68 |0,12 mg NH, . 90 35,0 114,7 3,26 
6,21 2 mg d- Ornithin u. 0, 12 mg NH, 90 79,4 144.0 1,81 
5,96 | 2 mg Citrullin u. 0,12 mg NH, . 90 97.4 134.3 1.38 
2.78 2mg Citrullin.... bia 90 0 — — 


Citrullin erfiillt damit alle bs ii atieastucen die wir von ihm als 
Zwischenkorper verlangen, und wir kénnen daher die Reaktion () 
in die beiden Teilreaktionen (1) und (2) auflésen. 

Reaktionen, die (1) analog sind, d. h. die Bildung von Ureidosiéuren aus 
Aminosauren, kennt man im Tierkérper schon laingere Zeit. Dakin!) fand, 
daB die Katze nach Verfiitterung von Pheny]-f-alanin die dazugehérige Ureido- 
séure im Harn ausscheidet. 


1) H. D. Dakin, J. of biol. Chem. 6, 240 (1909). 
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Reaktionen, die (2) analog sind, d. h. die Bildung von Iminoverbindungen 
aus Carbonylverbindungen, sind bisher im tierischen Organismus zwar nie 
gefunden, aber oft vermutet. Nach Knoop!) entstehen Aminosauren im Tier- 
kérper aus Ketoséuren und Ammoniak, wobei Iminoverbindungen als 
Zwischenstufen angenommen werden. Daf in der Tat die Leber aus einer 
Carbonylverbindung die Iminoverbindung bilden kann, sehen wir zum ersten 
Male in der Gleichung (2). 

Reaktion (1) ist wie (2) an die Intaktheit der Zellstruktur und 
an die Zellatmung gebunden. Hebt man die Atmung durch Zusatz 
von Oktylalkohol auf, oder arbeitet man anaerob, so findet man 
weder (1) noch (2). 


8. Andere Wege der Harnstoffbildung. 


In Abschnitt 5, 6 und 7 kommen wir zu dem Ergebnis, daB die Harn- 
stoffbildung aus Ammoniak in der Leber iiber das Arginin verlauft. Als be- 
wiesen betrachten wir diesen Weg fiir denjenigen Anteil der Harnstoffbildung, 
der nach Zusatz von Ornithin auftritt. In den Versuchen der Tab. 7 macht 
dieser Anteil bei den héheren Ornithinkonzentrationen ctwa 60—80°/, der 
Gesamtharnstoffbildung aus. Fiir die restlichen 20—40°/, kénnte man vielleicht 
an einen anderen Weg der Harnstoffbildung denken. Andere Wege sind jedoch 
nicht bekannt, und alle Versuche, solche zu finden, sind fehlgeschlagen. 
Ammoniumcyanat, das man friiher als Zwischenprodukt der Harnstoffsynthese 
angesehen hatte — weil es im Reagenzglas leicht in Harnstoff iibergeht —, 
bildet, wie wir finden (Kapitel III,2), keinen Harnstoff, kann also auch kein 
Zwischenprodukt sein. Ammoniumcarbonat ist bei physiologischer Wasser- 
stoffionenkonzentration nicht existenzfahig und unterscheidet sich, wie wir 
finden (Kapitel ILI, 3), nicht von Ammoniumbicarbonat, in das es sich umlagert. 

Solange keine Tatsache existiert, die irgendeinen ahderen Weg der Harn- 
stoffbildung wahrscheinlich macht, nehmen wir an, da die Harnstoffsynthese 
einheitlich nach den Gleichungen (1), (2) und (3) erfolgt und daB derjenige 
Anteil der Harnstoffbildung, der ohne Ornithinzusatz auftritt, durch Ver- 
mittlung des in der Zelle schon vorhandenen Ornithins erfolgt. 


9. KinfluB des Mediums auf die Harnstoffbildung 
aus Ammoniak. 


a) Ammoniakkonzentration. Uber den KEinfluB der 
Ammoniakkonzentration auf die Geschwindigkeit der Harnstoff- 
bildung geben die Tab. 16 und 17 Auskunft. Tab. 16 zeigt einen 
Versuch, in dem die Lésung kein Ornithin und kein Lactat enthielt, 
Tab. 17 zeigt einen Versuch, in dem die Lésung 200 mg-°/, 
d,l-Lactat und 10 mg-°/, d-Ornithin enthielt. 

Mit steigender Ammoniakkonzentration nimmt anfanglich 
die Geschwindigkeit der Harnstoffbildung zu. Bei weiterem An- 
steigen der Ammoniakkonzentration findet man ein Absinken. 


1) Diese Z. 67, 489 (1910); 71, 252 (1911); 148, 294 (1925); 170, 186 (1927). 














Tabelle 


Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung im Tierkérper. 


16. 





EinfluB der Ammoniakkonzentration bei Abwesenheit von Ornithin und Lactat. 
(Versuchszeit: 150 Minuten.) 





Ammoniak - 
konzentration: 


mg Leber 


Gebildete Harnst 
menge in cmm 


’? Harnstoft 


off. 


0) 








6,24 mg-°/, 


6,02 


51,1 
3.41 





Tabelle 


4,82 


43.9 
3,64 





17. 


OQ FF 0/ 
23,5 mg-°/, 





43,8 mg-°/, 


6,23 


47,7 


3,07 


Kinflu8 der Ammoniakkonzentration in Gegenwart von 10 mg-°/, d-Ornithin 
und 200 mg-°/, d,l-Lactat. (Versuchszeit 120 Minuten, Doppelversuch.) 











Ammoniak- 


konzentration: 


mg Leber: . & e's 
Cebildete Harnstoff. 
iInenge in ecmm . 


‘) 
‘Harnstoff ° 


Mittelwerte 


@ Harnstoft 





3,18 mg-°/, 


7,22| 8.32 
64.1 |62.8 


. | 4,44! 3,71 


4,08 


6,35 mg-°/, 


6,39 6,12 


93,9 96,3 
7,36 | 7,78 


7,62 








Qo" 0/ 
12,70 mg-°/ 9 


25,40 mg-°/, 


15,67 








x 0/ 
00,80 mg-"/ » 


8,33 6,04 


243,8 177,2 
14.62 14,68 


14,65 


Dieser Abfall tritt in der Lésung ohne Ornithin schon bei geringerer 


Konzentration auf als in Anwesenheit von Ornithin. 


Vermutlich 


beruht das Absinken bei hédheren Ammoniakkonzentrationen auf 
einer Giftwirkung des Ammoniaks auf die Zelle. Da die Zelle in 
Gegenwart von Ornithin gréBere Ammoniakmengen beseitigen und 
entgiften kann als ohne Ornithin, so sind in Anwesenheit von 
Ornithin gréBere Ammoniakkonzentrationen nétig, damit in der 
Zelle der giftige Schwellenwert erreicht wird. 


b) 


Wasserstoffionenkonzentration. 


Verschiedene 


Wasserstoff- 


ionenkonzentrationen stellen wir her, indem wir die Bicarbonatkonzentration 
verandern, wahrend der Kohlensaéuredruck konstant bleibt. Die Wasserstoff- 
ionenkonzentration kann, wenn der Gehalt an freier und gebundener Kohlen- 
saure in der Lésung bekannt ist, aus der Dissoziationsgleichung der Kohlen- 


saure nach Hasselbach berechnet werden. 


aus den Tab. 18 und 19 zu entnehmen. 


Die Versuchseinzelheiten sind 


La8t man das Bicarbonat aus der Lésung fort, so daB px etwa 
5,8 wird, so sinkt die Harnstoffbildung auf einen sehr kleinen Wert 
ab. Mit steigender Alkalescenz nimmt die Harnstoffbildung zu. 


Knthalt nun die Lésung kein Ornithin, so findet man bei pu 7,75 
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der 


KinfluB 


Wasserstoffionenkonzentration bei 


Tabelle 18. 


und Lactat (Ammoniakkonzentration 12,7 mg-®/o). 


(Versuchszeit 180 Minuten.) 


Abwesenheit von Ornithin 





Bicarbonat- 
konzentration 
(emm CO, 
pro ccm Lésung) 


PH 


me Leber .... 
(:cbildete Harnstoff- 





0 164 314 575 990 
5.8 6,97 7,25 1,52 A 


| 
11,59 18,02]24,07 15,46|22,73 20,30]22,16 18,75 


8,1 96,8 64,1 





131,5 120,2}121,0 124,5 





39,3 277 


16,10 14,52]14,66 22.5) 


16,0 {22,1 





menge in cmm . | 7,2 j 
? Harnstoft ai tas 0,21 0,15 1,43) 1,38 i made 63) Sa 0,81) 0.64 ne - 
en 0,18 1,41 1,95 2,02 0,73 0,35 
¢Harnstoft 











schon cin starkes Absinken der Harnstoffbildung, wihrend in 
Gegenwart von Ornithin bei diesem px noch kein Absinken 
auftritt. Zur Krklirung dieser Tatsache nehmen wir wiederum an, 
da8 das Absinken der Harnstoffbildung in alkalischeren Losungen 
auf einer Zellschiidigung durch das Ammoniak beruht. Mit zu- 


Alk 


nehmender 


alescenz nimmt die 


Konzentration 


des freien 


Ammoniaks — das viel giftiger ist als Ammoniumionen, weil es in 
die Zelle schneller eindringt — zu. Enthalt die Zelle Ornithin, so 
kann sie durch die gesteigerte Harnstoffsynthese gréBere Mengen 
Ammoniak entgiften als sie ohne Ornithin entgiften kann. Daher 
tritt in Gegenwart von Ornithin die Zellschidigung erst bei héheren 


Tabelle 19. 


KinfluB der Wasserstoffionenkonzentration bei Anwesenheit von 10 mg-°/, 
d-Ornithin und 200 mg-°/, d,l-Lactat (Ammoniakkonzentration 19,1 mg-°/). 


(Versuchszeit 120 Minuten.) 





sicarbonat- 
konzentration 
(emm CO, 
pro cem Lésung) 


PH 


mg Leber... 
gebild. Harnstoff- 
menge in emm. 
i) 


© Harnstoff 


Mittelwerte 


? Harnstoff 








280 


6,87 OA | 


3,79 5,02| 5,87 4,92] 493 5,57 


101,2 
9,02 


63,6 
6,47 


48,4 53,5 
4,12 5,43 


4,78 7,75 


7,46 
ai aos 
4,20 6,27 


89,1 102,8 
10,61 8,10 


9,41 











5,01 





1120 


7,78 


5.09 


98,4 103.0 
9,83 10,12 


9,98 
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Alkalescenzgraden der Lésung, d. h. bei héheren Konzentrationen 
an freiem Ammoniak auf als ohne Ornithin (‘T'ab. 19). 

Dieser Versuch zeigt — wie der vorhergehende — in ein- 
facher Weise den biologischen Sinn der Harnstoffbildung 
im Tierkérper: die Entgiftung des Ammoniaks. Gibt man 
der Leberzelle durch Ornithinzusatz die Méglichkeit, das Ammoniak 
in Harnstoff zu verwandeln, so wirken erst viel gréBere Ammoniak- 
mengen giftig als bei geringerer und fehlender Harnstoffsynthese. 

c) Bicarbonatkonzentration. Um den EinfluB des Bi- 
earbonats zu untersuchen, haben wir den Bicarbonat—Kohlensiure- 
puffer durch Phosphatpuffer ersetzt. Die Versuchslésung hatte 
folgende Zusammensetzung: 100 cem Lésung 1 (8. 36), 4 cem 
Lésung 2, 8 cem Lésung 3, 1 cem Lésung 5 und 20 cem folgender 
Phosphatlésung: 40 cem m/4-Na,HPO,-Lésung werden mit 2 cem 
n-HClI versetzt und mit Wasser auf 100 cem aufgefiillt. Das Ver- 
suchsgefa8 war mit einem Einsatz versehen, der 0,2 cem n-NaOH 
enthielt. Der Gasraum war mit Sauerstoff gefiillt. Bewegt man 
atmendes Gewebe in dieser Loésung, so reagiert das sekundiire 
Phosphat mit der Atmungskohlenséiure und es bilden sich in der 
Lésung kleine Mengen Bicarbonat. Die Versuchslésung war daher 
weder frei von Bicarbonat noch frei von Kohlensiure. Die Bi- 
carbonatbestimmung am Versuchsende ergab pro Kubikzentimeter 
Lésung 15 emm gebundener Kohlensiiure. Da pu 7,4 war, so betrug 
der Druck der freien Kohlensiure in der Lésung etwa 0,0011 Atmo- 
sphiren. Die Phosphatversuchslésung wie die Bicarbonatversuchs- 
lésung enthielten 18 mg-°/, Ammoniak, 10 mg-°/, d-Ornithin und 
200 mg-°/, d,l-Lactat. 

Die Sauerstoffatmung des Lebergewebes ist in Phosphat- und 
Bicarbonatpuffer nicht wesentlich verschieden.!) Der Vergleich 
der Harnstoffbildung in Bicarbonat—Kohlensiiurepuffer und in 
Phosphatpuffer ergibt: 

Tabelle 20. 


KinfluB der Bicarbonatkonzentration auf die Harnstoffbildung 
aus Ammoniak. 


























Bicarbonat- | Kohlensaure- 
konzentration _druck Qrarnstoff 
in cmm/cem in Atm. 
1 Bicarbonat-Kohlenséurepuffer 560 0,040 9.55 
Phosphatpuffer. . ..... 15 0,0011 4,60 
2 Bicarbonat-Kohlensaurepuffer 560 0,040 7,78 
Phosphatpuffer. ...... 15 0,0011 2,32 





1) Dickens, Biochem. Z. 24, 1301 (1930). 
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Man sieht, daB Ersatz des Bicarbonat—Kohlenséurepuffers 
durch Phosphatpuffer die Harnstoffbildung erheblich herabsetzt. 
Dieses Ergebnis laBt sich nicht durch die Annahme erklaren, daf 
der Zelle in Phosphatpuffer die zum Aufbau des Harnstoffs nétige 
Kohlensiure fehlt. Die Zelle produziert in der Atmung selbst 
genigende Mengen Kohlensiure. Es scheint vielmehr eine spe- 
zifische Wirkung des Kohlensiurepuffers zu bestehen, und erst 
wenn die Konzentration des Bicarbonats und der Kohlenséure die 
physiologische GroéBenordnung erreicht, wird die Harnstoffbildung 
maximal, 

10. EinfluB der Zellstruktur. 

Zerstort man die Zellstruktur, indem man Lebergewebe im 
Morser zu Brei zerreibt, so sinkt die Harnstoffbildung aus Ammo- 
niak auf nahezu 0 ab. Beispielsweise finden wir in Gegenwart von 
18 mg-°/, Ammoniak, 10 mg-°/, d-Ornithin und 200 mg-°/, d, 1-Lac- 
tat folzende Werte: 

Tabelle 21. 


KinfluB der Zellstruktur auf die Harnstoffbildung aus Ammoniak. 





_—s Zeit Gebildeter Harnstoff Q 
8 in Minuten in ccm Harnstoff 
Cewebeschnitt 7.30 90 162 14,8 
Gewebebrei 37,5 90 1,2 0.02 
(trocken) 














Gewebebrei wurde friiher vielfach als Versuchsmaterial zur Unter- 
suchung der Harnstoffbildung verwendet (zuletzt von K. Kase!). In manchen 
Versuchen trat im Brei eine Harnstoffvermehrung auf. Doch entstammte der 
Harnstoff in den Breiversuchen meistens dem Arginin, das im Organeiweib 
gebunden ist und bei der Autolyse durch kombinierte Wirkung von Kathepsin 
und Arginase Harnstoff entwickeln kann.*) In manchen Versuchen mag 
auch im Brei eine echte Harnstoffsynthese aus Ammoniak vorkommen, die 
aber nur einen minimalen Rest der Harnstoffsynthese des unverletzten Ge- 
webes darstellt. So rechnen wir aus den Versuchen von Kase Q),, -netopp7 Werte 
von 0,01—0,03 aus, d. h. weniger als 1°/) der Quarnctofp7 Werte, die wir fiir 
intaktes Gewebe finden. 


11. KinfluB der Temperatur. 
Der ‘l'emperaturkoeffizient der Harnstoffsynthese ist grof. 


Wir finden in Gegenwart von 18 mg-°/, Ammoniak, 10 mg-°/, 
d-Ornithin und 200 mg-°/, d,l-Lactat folgende Werte: 


1) Biochem. Z. 283, 258 (1931), dort auch altere Literatur. 
2) S. Salaskin u. J. Kriwsky, Diese Z. 196, 121 (1931). 
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Tabelle 22. 


Einflu8 der Temperatur auf die Harnstoffbildung. 





Temperatur V Harnstoft 
37,5° 11,23 
14,5° 0,66 





12. Harnstoffbildung und Sauerstoffatmung. 


Die Harnstoffbildung aus Ammoniak und Kohlensiure ist 
eine endotherme Reaktion, die nur bei Energiezufuhr durch die 
Sauerstoffatmung erfolgen kann. Die Harnstoffsynthese ist daher 
an die Sauerstoffatmung gebunden (LOffler!) und alle MaBb- 
nahmen, die die Atmung aufheben, heben auch die Harnstoff- 
synthese auf. 

Wegen dieser Zusammenhiinge erscheint die Frage von 
Interesse, ob bei Steigerung der Harnstoffsynthese gleichzeitig dic 
Atmung ansteigt. Wir haben daher in vielen Versuchen neben der 
Harnstoffbildung die Atmung nach Warburg manometrisch ge- 
messen. Aber waéhrend Zusatz von Ornithin zu lactathaltiger 
Léosung die Harnstoffbildung vervielfacht, bleibt die Atmung 
innerhalb der Fehlergrenzen konstant. 


Tabelle 28. 
Harnstoffbildung und Sauerstoffatmung. 
nt: im Protokoll 8. 64 und 65.) 





Verwuadiditosing Or. ), Q CO, 2)  Harnstoff 





18 mg-°/, Ammoniak, 200 mg-°/, d,l- 











Lactat. . . — — 22.2 - 8,8 !- 3,19 
Ebenso mit 10 mg- 07, d-Ornithin — — 20,8 - 19,3 -+- 11,83 


Die Steigerung der Harnstoffbildung durch Ornithinzusatz ist 
also nach Tab. 23 nicht mit einem Atmungsanstieg verkniipft. 


Wie zuerst Meyerhof gefunden hat, steigert Lactatzusatz zur Leber die 
Atmung. DaB die von uns gefundene Zunahme der Harnstoffbildung nach 
Lactatzusatz?) — fir die bisher eine Erklarung fehlt — mit der Atmungs- 
steigerung zusammenhiangt, 14Bt sich wohl vermuten, aber nicht beweisen. 


1) Biochem. Z. 85, 230 (1917); 112, 164 (1920). 
*) co, ist die gesamte gemessene Sablensione, einschlieBlich der nach 


Gleichung (5) bei der Harnstoffbildung freiwerdenden Kohlensaure. 
3) Vgl. Abschnitt IT, 3. 
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III. Harnstoffbildung aus anderen stickstoffhaltigen Verbindungen. 
1. Aminosiéuren. 

Uber den Abbau der Aminosiuren im Tierkérper werden wir 
in elmer spateren Arbeit ausfiihrliicher berichten. Hier sei nur 
erwihnt, dais die Geschwindigkeit der Harnstoffbildung aus 
Aminosiiuren (ausgenommen aus Arginin) niemals gr6Ber ist als 
die Harnstoffbildung aus Ammoniak, wie zu erwarten ist, wenn 
Ammoniak das Zwischenprodukt bei Ubergang von Amino-N in 
Harnstoff-N ist und eime direkte Harnstoffbildung aus Amino- 
siiuren nicht vorkommt. 


2. Ammoniumcyanat. 

Da Ammoniumeyanat im Reagenzglas leicht in Harnstoff 
iibergeht (W6hlers Harnstoffsynthese 1828), so hat man oft 
daran gedacht, daB Ammoniumcyanat auch im Tierkérper eine 
Vorstufe des Harnstoffs sei.1) Aber alle bisherigen Versuche, dieses 
zu beweisen, sind fehlgeschlagen.?) 

Wir haben die Frage in unserer Versuchsanordnung noch 
einmal gepriift. Versuchsl6sung war die auf §. 59 beschriebene 
bicarbonatarme phosphatgepufferte Salzlésung. Die Lésung ent- 
hielt 200 mg-°/, d,l-Lactat, 10 mg-°/, d-Ornithin und 18 mg-°/, 
Ammoniak. Wir fanden folgende Werte fiir die Harnstoffbildung: 


Tabelle 24. 


Harnstoffbildung aus Ammoniumcyanat. 








Versuchslésung Harnstoff 
ohne Zusatz .... 2,31 
mit m/40-Bicarbonat . 7,78 
mit m/250-Cyanat . . 2,40 


Wahrend also Bicarbonatzusatz die Harnstoffbildung steigert, 
liBt Cyanatzusatz die Harnstoffbildung unbeeinfluBt. Aus Ammo- 
niumeyanat entsteht in der Leber kein Harnstoff. Darum kann 
Ammoniumeyanat keine Vorstufe des Harnstoffs bei seiner Bildung 


im Tierk6rper sein. 


1) Schultzenu. Nencki, Z. Biol.8, 124 (1872); Salkowski, Diese Z. 1, 
1 (1877); 7, 93 (1882); Fosse, Ann. d. Inst. Pasteur 34, 715 (1920); L’urée 
Paris 1928. 

2) Vgl. die zusammenfassende Darstellung von O. Neubauer, Handb. 
d. norm. u. path. Physiologie Bd. VII, 814 ff. 
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3. Carbaminsaures Ammonium. 

Eine andere Substanz, die im Reagenzglas leicht in Harnstoff 
iibergehen kann, ist carbaminsaures Ammonium.!) Drechsel und 
andere?) haben daher vermutet, da{B Ammoniumearbamat auch im 
Tierkérper eine Vorstufe des Harnstoffs sei. Beweise haben sich 
fiir diese Annahme bisher nicht erbringen lassen. 

Wir haben unsere Versuchslésung mit Ammoniumearbamat 
versetzt und die Geschwindigkeit der Harnstoffbildung gemessen. 
is zeigte sich, daB sich Ammoniumearbamat nicht von Ammonium- 


hicarbonat — in das es sich bei physiologischer Wasserstoffionen- 
konzentration umlagert — unterscheidet: 


Tabelle 25. 


Harnstoffbildung aus carbaminsaurem Ammonium. 








Versuchslésung (Salzlésung nach S. 36) Quarnstott 
mit 12 mg-®/, Ammoniak _ 1,13 
mit 200 mg-°/, carbaminsaurem Aiumoniuim 1,18 


4. Andere stickstoffhaltige Substanzen. 


AuBer cyansaurem und carbaminsaurem Ammonium haben wir eine 
Reihe anderer stickstoffhaltiger Stoffe auf die Fahigkeit gepriift, in Harnstoff 


iiberzugehen. Folgende Substanzen — in der gleichen Versuchsanordnung 
wie Ammoniak untersucht — gaben keine nachweisbaren Harnstoffmengen: 


Methylamin, Cyanamid, Dicyandiamid, Dicyandiamidin. 

Beriicksichtigt man die MeBgenauigkeit, so bedeuten die Versuche, dal 
aus den angefiihrten Stoffen mindestens 100mal langsamer Harnstoff entsteht 
als aus Ammoniak. 


IV. Ort der Harnstoffbildung im Tierkorper. 
Unter den Bedingungen, unter denen wir in der Leber die 


eroBte Harnstoffbildung aus Ammoniak finden — in Gegenwart 
von 10 mg-°/, d-Ornithin und 200 mg-°/, d,l-Lactat — haben wir 


die ibrigen Gewebe auf ihre Fahigkeit, aus Ammoniak Harnstoff 
zu bilden, untersucht. 

In keinem Falle haben wir eine Harnstoffbildung messen 
kénnen. Unter Beriicksichtigung der MeBgenauigkeit besagen die 
Versuche, daB in den iibrigen Geweben des erwachsenen Tieres die 
Harnstoffbildung aus Ammoniak mindestens 100mal kleiner ist 
als in der Leber. 

1) Neuere Literatur vgl. E. Janecke, Z. f. Elektrochemie 35, 716 (1929); 
36, 645 (1930); 38, 9 (1932); ferner Terres u. Weisser, Z. f. Elektrochemie 27, 
177 (1921); Terres u. Behrens, Z. physik. Chem. 189, 709 (1928). 


*) Literatur vgl. bei O. Neubauer, Handb. d. norm. u. path. Physiol. 
Bd. V, 812. 
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64 
Die Gewebe, die wir gepriift haben, waren folgende: 
Ratte | Katze 

Niere Knochenmark Nebenniere Niere 
Milz Lunge Netzhaut Milz 
Muskel Submaxillaris Placenta Muskel 
Gehirn Pankreas Chorion 
Hoden Darmschleimhaut Meerschweinchen 


Blutzellen Thymus 





V. Protokoll.') 


Atmung und Harnstoffbildung durch Rattenleber in Gegenwart von Ornithin. 


. oo ‘ ae 
I. Versuchslésung: Salzlésung 


nach 


S. 36 


mit 


200 mg-°/, d,I-Lactat. 
1. Versuch ohne Ornithinzusatz (Doppelversuch). 


Niere 


18 mg-°/, Ammoniak, 


Gasraum: 5,23 Vol.-°/, CO, in O,. 














a) Atmung. Temperatur 37,5°. 

GefaB Nr. ] 2 
Flissigkeitsvolumen (cem) . 5,97 1,98 
Gasraumvolumen (ccm) . 5,44 9,43 
Ko, (qmm) 0,491 0,833 
Koo, (qmm ) 0,799 0,935 
mg Leber 4,50 3,57 

Druckinderungen (mm) nach 
30 Minuten Ausgleichszeit: 

in 30 Minuten 75,5 — 31,5 

30 68,5 — 29 

20 — 40,5 — 18,5 

Erste 30 Minuten: 

Vo — en 20,5 

2 
S iz 
Yco,* 6,5 


b) Harnstoffbestimmung. 


Temperatur 37,5°. 











3 4 
5,97 1,98 
4,96 9,59 
0,450 0,846 
0,758 0,948 
518 | 4,50 

— 99,5 — 37 
— 94 — 34,5 

64,5 — 22 

Vo, = 23,9 

co, > - 11,3 

ov 


Mittelwerte: Yo, = 
Yco, =-+ 8,9 


os ae g et 


Gasraum: Luft. 





Untersuchtes Fliissigkeitsvolu - 
mon (COM)... + «+s « 
Acetatpuffer (8S. 40) (ccm). . 
Wasser (ccm). er ee ae 
Ureaselésung (im Anhang) (ccm) 
Cesamtfliissigkeitsvolumen (ccm) 
Gasraumvolumen (ccm) . 
Koo, (qmm) . 


Druck nach Ureasezusatz (mm) 
@ Harnstoft 





zu GefaB 1 
4,5 1,5 
0,5 0,3 
: 1,0 
0,5 0,3 
5,5 3,1 
11,59 8,84 
1,316 0,944 
— l 1,5 - 20,5 
2,23 3,43 








Mittelwert: 3,19 





4,5 

0,5 
0,5 
5,5 

11,46 
1,305 


+ 20,5 
3,58 





zu GefiB2|zu Geta 3lzu Gefab 4 


1) Symbole nach Warburg, Stoffwechsel der Tumoren, Berlin 1926. 








hen 


6, 
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II. Versuchslésung wie I. mit 10 mg-°/, d-Ornithin. 


a) Atmung. ‘Temperatur 37,5°, Gasraum: 5,23 Vol.-°/, CO, in O,. 





GefaB Nr. ] 2 3 j 


Fliissigkeitsvolumen (ccm). . . 5,97 1,98 5.97 1.98 

Gasraumvolumen (ccm)... . 5,77 9.70 5.92 O85 

Ko, (qmm) ......... 0,521 0,856 0,534 0,870 
2 

Keo, (qmm) 7 oe ae a ae ae 0,829 0,958 0,852 0,972 

a 4,45 4,2] 5.58 3.9] 


Druckanderungen (mm) nach 
30 Minuten Ausgleichszeit: 




















in 30 Minuten ...... — 36,5 a 5 8.5 
~~ ss as eae ae — 34 5 — 39,5 7 
20 “ eee — 23,5 | 22,5 41,5 
Erste 30 Minuten: 
+ __. — 
Qo, =- 21,1 Qo, =~ 20-4 
“co, — = 20,1 co, —_ 18.5 
Mittelwerte: Vo, = —20,8 
Cos | 18,5 





b) Harnstoffbestimmung. Temperatur 37,5°. Gasraum: Luft. 


























zu GefaB I]Jzu GefaéB 2}zu GefaiB 3} zu GefiB 4 

Untersuchtes same 

men (ccm)’. . ed 4,5 1,5 4,5 1,5 
Acetatpuffer, S. 40 (com) . a 0.5 0,3 0,5 0,3 
Wasser (ccm). . . in 4 —- 1,0 — 1,0 
Ureaselésung (im Anhang) (com) 0,5 0,: 0,5 0, 
Ges samtfliissigkeitsvolumen n (ecm) 5,5 3,1 5,5 3,1 
Gasraumvolumen (ccm)... . 11,78 8,68 11,72 9,06 
Koo, (mm) ite a 1,330 0,929 1,328 0,963 
Druck nach Ureasezusatz (mm ) +5] + 98,5 +. 69,5 + 73,5 
iene - ‘eye 10,15 14,28 10,95 11,95 


Mittelwert: 11,83 


VI. Zusammenfassung. 


Die Geschwindigkeit der Harnstoffsynthese aus Kohlenséure 
und Ammoniak in iiberlebenden Gewebeschnitten von Ratten- 
organen wurde unter verschiedenen Versuchsbedingungen  ge- 
messen. 

Die Leber ist das einzige Organ, in dem mit unseren Methoden 
eine Harnstoffsynthese nachweisbar ist. Die Geschwindigkeit der 
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Harnstoffsynthese in der Leber wird durch Ornithin stark ge- 
steigert. Ornithin wirkt dabei nach Art eines Katalysators, indem 
es sich bei seiner Wirkung nicht verbraucht und schon in Spuren 
grobe Umsitze bewirken kann. Diese Wirkung ist nur dem Ornithin 
eigentiimlich. Keiner von vielen anderen untersuchten Stoffen 
kann Ornithin ersetzen. Citrullin beschleunigt zwar die Harnstoff- 
bildung aus Ammoniak, doch wirkt Citrullin dabei nicht nach Art 
eines Katalysators. Es verbraucht sich selbst bei seiner Wirkung, 
indem es ein Stickstoffatom fiir den Harnstoff liefert. 

Die Wirkungen des Ornithins und Citrullins werden durch 
die Gleichungen (1), (2) und (8) erklaért: Die Harnstoffsynthese 
in der Leber erfolgt durch Anlagerung von Kohlensiure und 
Ammoniak an Ornithin unter Bildung von Citrullin [ Reaktion (1)]. 
An Citrullin wird unter Wasseraustritt ein weiteres Molekil 
Ammoniak angelagert, wobei Arginin entsteht [Reaktion (2)}. 
Arginin zerfallt unter Wirkung der Arginase in Ornithin und 
Harnstoff |Reaktion (3)]. 











{ 
' 
: 
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Uber organische Phosphorverbindungen im Blut. 
Von 
Christian Bomskoy. 
(Aus der Kieler Universitats-Kinderklinik.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. Juni 1932.) 


Die organischen Phosphorverbindungen des Bluts teilt man 
nach Bloor?) in 2 Gruppen ein: 1. die siiureléslichen Verbin- 
dungen, d. h. léslich in verdiinnter Siiure, nicht mitgefillt bei der 
Kntfernung der Proteine durch Trichloressigsiiure und unldéslich 
in Ather, 2. die siiureunléslichen Verbindungen, lislich in Alko- 
hol-Ather und bei der Entfernung der Proteine durch 'Trichlor- 
essigsiiure gefillt. In nachstehender Tabelle sind die hauptsiich- 
lichsten 1m Blut vorkommenden Phosphorverbindungen zusammen- 
gestellt. Die siureléslichen Phosphorverbindungen sind darin nach 
steigender Stabilitiit geordnet. 





Im Blut nachgewiesene, siiurelésliche Phosphorverbindungen. 














Bezeichnung identisch mit | Bestindigkeit _ Domatige 
gegen Siuren Eigenschaften 
Phosphagen Kreatin- iiuBerst labil Zerfillt bei 
[Eggleton] ’) phosphorsiiure Zimmertemperatur 
Pyrophosphat Adenylpyro- sehr labil In 7 Minuten bei 
[Lohmann ]’) phosphorsiure 100 Grad in n-HCl 
zu 2/3 zerlegt, 
Bariumsalz schwer 
léslich 
Glucosemono- Glucose-6- stabil In 3 Stunden 
phosphorsiure Phosphorsiiure bei 100 Grad 
(Robisonester) mit n-HCl zerlegt, 
‘Robison }*) Bariumsalz léslich 
Hexose- — stabil Verhalten gegen 
diphosphorsiure Siiure wie oben, 
[Embden]°) Bariumsalz schwer 
loslich 
Glycerophosphat | Di-Phosphol- sehr stabil Spaltung erst nach 
(Jost; Glycerinsiure 3 stiindiger Hydrolyse 
Greenwald] ®’) merklich, Bariumsalz 
schwer ldslich 
Anorganisches P-O,-Ton — -- 
Phosphat 
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Die siiureunléslichen Verbindungen sind zum gréBten Teil Substanzen 
vom Typus der Phosphatide, Lecithine und vielleicht phosphorhaltige Eiweib- 
kiérper. Nach Biirger und Beumer'’) sind die hauptsiichlichsten, ither- 
léslichen Phosphorverbindungen Kephalin und Sphingomyelin, wiihrend Leci- 
thin nur in kleinen Mengen vorkommt. 

Wie ersichtlich, sind die siiureléslichen organischen Phosphor- 
verbindungen des Bluts z. T.. sehr labile, schwer voneinander zu 
trennende Substanzen, so daB eine exakte Bestimmung der einzel- 
nen Fraktionen in klemen Blutmengen heute noch unmdéglich ist. 
Um trotzdem zu einer Vorstellung der Verteilung dieser Verbin- 
dung im Blut zu gelangen, hat man verschiedene Methoden aus- 
gearbeitet, die wenigstens eine angeniiherte Fraktionierung gestatten. 

Nach der Methode von Kay und Robison trennt man die 
organischen siiureléslichen Verbindungen dadurch, daf& man auf das 
Trichloressigsiiurefiltrat des Bluts ein Ferment, eine aus Knochen 
darstellbare Phosphatase einwirken lift. Bei dieser Behandlung 
wird ein Teil der organischen Phosphorverbindungen gespalten, 
ein anderer Teil wird von dem Enzym nicht angegriffen. Die 
nach dieser Methode gefundene Verteilung der P-Fraktionen geht 
aus folgender Tabelle hervor: 


Verteilung der Phosphorfraktionen im Gesamtblut nach Kay und Robison. 





Gesamt- Anorga- | Organi- Durch Durch 
siiure- ' Ferment Ferment 
Alter ba nisches sches ; 
lisliches Pineal t th cates spaltbares nicht 
Phosphat _— — Phosphat | angegriffen 

6 Jahre 21,9 4,3 17,6 6,4 11,2 
10'/, ,, 22,8 4,1 18,7 5,7 13,0 
Erwachsen 25,2 2,6 22,6 6,0 16,6 
m 26,6 3,3 23,3 7,0 16,3 

21,9 3,2 18,7 6,1 12.6 

















Alle Werte in mg-°/,. 


Uber die Natur der durch das Enzym spaltbaren Verbindungen 
steht soviel fest, daB sie wahrscheinlich mit einer Hexosemono- 
phosphorsiiure identisch sind. Die nicht spaltbaren Verbindungen 
machen den gréften Teil des organischen Phosphats aus, bilden 
ein in Wasser unlésliches Bariumsalz und wirken nicht redu- 
zierend, wiihrend das Bariumsalz der spaltbaren Verbindungen 
wasserlislich ist und reduzierend wirkt. 

Kine andere Methode stammt von Eggleton und beruht aut 
der verschiedenen Léslichkeit der Bariumsalze der Phosphorsiiure- 
Die Ester mit liéslichem Bariumsalz sind wahrscheinlich 


ester. 
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Verbindungen vom Typ der Hexosemonophosphorsiiure, die Erd- 
alkalisalze vom Typ der Diphosphorsiiuren sind schwer ldéslich. 


Verteilung der Phosphatfraktionen im Blut nach der Barytmethode. 








Aetee Gesamtsiiure- 
Eggleton —~ 
Lavakzek°) 35.8 
Robison aan 


Die brauchbarste Methode stammt von Lohmann. 
auf der verschiedenen Hydrolysierbarkeit der Phosphorsiiureester. 
Nach den. Untersuchungen von Zucker und Gutmann'!*) 





lésliches Phosphat 








barytunléslich 


reduzierend | nicht reduz. 





barytléslich 


1,0 
3,4 
6,4 


Sie beruht 


sind 40—50°/, des organischen, siureléslichen Phosphats durch 
Siure hydrolysierbar. Kay und Robison konnten durch Hydro- 
lyse mit n/5-Schwefelsiiure die gesamten organischen Phosphor- 
verbindungen spalten. 
waren 50°/, des gesamtsiiureléslichen Phosphats, nach 36 Stunden 
die gesamte Menge gespalten. 


Nach Sstiindiger Hydrolyse bei 100 Grad 





Verteilung der Phosphatfraktionen im Gesamtblut nach der Hydrolysemethode. 





Autor 


Hess-Unger!!) . 
i} 
Anderson. ... 
Havard- !)Reay 
« Wesselow 1%) 
Meyer- 
Thoenes 4). . 
Roche it 
Eggleton... . 
Sokolovitseh 1). 
Harrenscheen- 
Doleschall- 
Popper !) 
Lavaczek.... 
‘teanford !5)- 
Wheatly*) . . 


Kay-Robison. . 





Gesamt- 


phosphat 


36,8 





*) “Mittelwerte berechnet. 


Siiure- 
unloslich. 
Phosphat 


Siiurelésliches Phosphat 





Gesamt- 
siiure- 
léslich 


23.8 


Ox 7 





aD,é 


| 


22.4—33,3 


20.0 —29.5 


anor- 
ganisch 
4,0—4,8 
sa 
4,6—4,9 
2,9—4,0 
1,9-3,8 
3,7 


1,9—2,2 


Pyro- 
phosphat 


Hexose- 


Rest- 
ester- — fraktion 
phosphat ~~“ 
Dy 9, 
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Der gréBte Teil der anorganischen siiureléslichen Phosphat- 
verbindungen ist in den Erythrocyten vorhanden (Barenscheen- 
van der Loo). Bloor fand im Serum 10°), des gesamten Phos- 
phats, in den Blutkérperchen 60—80°/,. Jones und Nye?*) 
kamen zu iihnlichen Ergebnissen. Mc Kellips, de Young und 
Bloor®®°) fanden im Plasma bei jiingeren Kindern mehr organische 
Phosphorsiiureester als bei Erwachsenen. Kay, sowie Meyer und 
Thoenes konnten in den Blutkérperchen 46—54 bzw. 51 mg?/, 
Phosphat in 100 cem Zellen nachweisen. 

Wie obige Tabelle zeigt, sind bisher nur ganz wenige Be- 
stimmungen der Phosphortraktionen des Bluts mit der Hydrolyse- 
methode durchgefiihrt. Und doch beanspruchen gerade die orga- 
nischen Phosphorverbindungen ein bhesonderes Interesse, sind sie 
doch mit dem Kohlehydratstoffwechsel [Embden u. Neuberg?})], 
mit Ossifikation (Xay-Robison) und Wachstum aufs innigste 
verkniipft. Ich habe deshalb an einem gréBeren Material an Men- 
schen, Hunden und Kaninchen solche Bestimmungen durchgefihrt. 
um zuniichst zu Standardwerten fiir die Verteilung der Phosphor- 
verbindungen am gesunden Organismus zu gelangen, dann, um die 
Wirkung verschiedener Eintliisse auf die Phosphorfraktionen zu 
studieren. 

lin folgenden: teile ich die Ergebnisse mit, bespreche aber 
vorher eingehend die Methodik, da sich verschiedene Abiinderungen 
der bisher iiblichen als zweckmiibig erwiesen. 


Methodik. 


Der Nachteil der bisherigen Methoden zur kolorimetrischen 
Phosphorbestimmung war einesteils die Fehlerquelle, die sich beim 
kolorimetrischen Vergleich in einem der gewohnlichen Kolorimeter 
dadurch ergab, dai die Untersuchungslisung im Vergleich zur 
Standardlésung in vielen Fiillen, namentlich bei der Untersuchung 
des Bluts, eine andere Farbennuance zeigte. Dadurch war die 
Einstellung auf Farbgleichheit unméglich gemacht und die Ab- 
lesung iinBerst erschwert. Dieser Fehler lie® sich durch Anwen- 
dung des ZeiBschen Stufenphotometers, bei der in verschiedenen 
Spektralgebieten nicht die Farbe der Lisung, sondern Helligkeiten 
verglichen werden, vollkommen vermeiden. Dabei ist das Arbeiten 
mit dem Stufenphotometer schneller als mit jedem anderen Kolori- 
meter, da man ohne Vergleichslisung arbeiten kann. 

Die zweite Fehlerquelle lag in der Kolorimetrie einer Asche- 
lisung, z. B. beim Kolorimetrieren einer Lisung von Blut, das 1m 
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Siuregemisch verascht wurde. Es zeigte sich hierbei immer 
wieder der groBe EinfluB der Siiure auf die Farbe der zu kolori- 
metrierenden Lisung. Da es unmoglich ist, beim Veraschen im 
Siuregemisch stets so vorzugehen, daB im Veraschungskolben 
immer dieselbe Siituremenge nachbleibt, ein Zuviel oder Zuwenig 
an Siiure aber groBen Einflu8 auf die Entwicklung der Farbe 
der Lésung hat, kam eben durch die Veraschung ein ganz un- 
sicherer Faktor in die Bestimmung hinein. Aus diesem Grund 
haben seinerzeit Fiske und Subarow??) bei Ausarbeitung ihres 
Verfahrens zur kolorimetrischen Bestimmung des Phosphats durch 
Reduktion der Molybdinphosphorsiiure mit Hilfe von 1-2-4-Amino- 
naphtholsulfosiiure fiir die verschieden vorliegenden Lisungen 
verschieden zusammengesetzte Ammonmolybhdatlisungen angewandt. 
Sie benutzten fiir die Bestimmung des anorganischen Phosphats 
eine schwefelsiiurehaltige, Molybdatlésung, fiir die Bestimmung des 
Phosphats nach Veraschung im Siiuregemisch eine neutrale Lisung, 
well in diesem Kolben schon genug Siiure vorhanden ist. Wir 
kamen mit dieser Methode in unserem Laboratorium bei der 
sestimmung des Gesamtphosphats und des gesamtsiiureléslichen 
Phosphats nach Veraschung im Siiuregemisch nicht recht zum 
Ziel. Ich habe deshalb versucht, den KinfluB der verschiedenen 
Siituremengen auf die Entwicklung der Farbe dadurch auszuschal- 
ten, daB ich zuniichst nach dem Veraschen die Lisung verdiinnte, 
mit konzentriertem Amoniak neutralisierte und dann eine schwefel- 
siiurehaltige Ammoniummolybdatlésung zusetzte. Der Vorteil dieser 
Modifikation liegt darin, da&B im Kolben stets dieselbe Siiure- 
menge vorliegt und daB das Verhiltnis von Phosphorgehalt zu 
Siiuregehalt in gewissen Grenzen dasselbe ist. Die Methodik 
sestaltet sich dann wie folgt: 


Erforderliche Lésungen: 1. 10 n-Schwefelsiiure (450 cem konzen- 
trierte Schwefelsiiure zu 1300 ccm Wasser). 

2. Molybdatlésung 2, 2,5°/,ige Ammoniummolybdatlésung in 8 n- 
Schwefelsiure (25g Ammoniummolybdat, 300ccm 10 n-Schwefelsiure auf 
1000 ecm Wasser). 

3. Molybdatlésung 1, 2,5°,,ige Ammoniummolybdatlésung in 5n- 
Schwefelsiure (25 g Ammoniummolybdat, 500 cem 10 n-Schwefelsiiure auf 
1 Liter Wasser). 

4, Standard-Phosphatlésung '/,, Molar Kalium-Phosphatlisung (primiir) 
von Kahlbaum. 10 cem dieser Lisung werden auf 1000ccm aufgefiillt, 
1 cem dieser Lésung entspricht dann 0,0206 mg P. 

5. Aminonaphtholsulfosiiure 0,25 °/, ig. 

Reinigung der kiuflichen Aminonaphtholsulfosiure: 1-2-4- 
Aminonaphtholsulfosiiure im Handel als Entwickler Eikonogen (Agfa). Man 
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erhitzt 1 Liter Wasser auf 90°, list darin 150 g Natriumbisulfit, 10 g Natrium- 
sulfit krystallisiert und triigt unter Umschiitteln 15 g Eikonogen hinein. Die 
heibe Lésung wird durch einen Faltenfilter filtriert, dann unter der Wasser- 
leitung abgekiihlt und mit 10 ecem konzentrierter Balesture versetzt. Der 
ausfallende Niederschlag (wenn kein Niederschlag erscheint, mit einem Glas- 
stab reiben) wird auf der Nutsche abgesaugt, mit 300 cem kaltem Wasser und 
dann mit Alkohol 95°/,ig gewaschen undim Dunkeln zum Trocknen aufbewahrt. 

Darstellung der 0,25°/,igenAminonaphtholsulfosiurelésung: 
0,5 g des lufttrocknen, schneeweiBben Pulvers werden in 195 ecem 15°/,iger 
Natriumbisulfitlisung (L6sung vor Gebrauch 2—3 Tage stehen lassen, dann fil- 
trieren) suspendiert und mit 5eem 20°/,iger Natriumsulfitlésung versetzt (200 ¢ 
Natriumbisulfit krystallisiert in 8380 cem Wasser gelist). Sollte die Sulfosiiure 
nicht vollkommen in Lésung gehen, setzt man bis zur volligen Lésung 
tropfenweise Natriumsulfitlisung hinzu. Die fertige Lésung wird filtriert 
und in einer braunen Flasche verschlossen aufbewahrt. Die Lésung ist 
vollkommen klar und ganz schwach gelblich gefiirbt. Die Lésung muB alle 
2—8 Tage neu bereitet werden. 

I. Blutentnahme und EnteiweiBung. 10—12 ccm Blut durch Venen- 
punktion oder beim Kaninchen durch Herzpunktion gewonnen, lift man in 
ein Glas mit etwa 20 mg Natriumoxalat unter starkem Schiitteln flieBen. 
10 cem dieses Oxalatbluts werden langsam unter dauerndem Schiitteln zu 
40 cem 7°/,iger Trichloressigsiure gegeben und im Eisschrank aufbewahrt. 
Nach 15—30 Minuten wird durch ein trockenes Filter filtriert und das klare 
Filtrat nach folgenden Methoden verarbeitet: 

II. Bestimmung des anorganischen Phosphats: Zur Bestimmung 
des anorganisch gebundenen Phosphors werden 10 cem des Trichloressig- 
siiurefiltrats in einen 25 cem-MeBkolben pipettiert, in 5 cem der Molybdat- 
lésung 2, dann mit 1eem der Aminonaphtholsulfosiiurelésung versetzt und bis 
zur Marke mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Der Kolben wird dann im 
Wasserbad bei 37° genau 5 Minuten lang erwirmt, in kaltem Wasser ab- 
gekiihlt und die kolorimetrische Phosphorbestimmung angeschlossen. 

III. Die Bestimmung des gesamten Phosphats und des gesamt- 
saureloslichen Phosphats: 1 ccm Oxalatblut bzw. 2 cem Trichloressigsiiure- 
filtrat werden in einem 100 cem-Kjeldahlkolben mit 5 ecm 10 n-Schwefel- 
siiure versetzt, 1 Glasperle hinzu gegeben und vorsichtig bis zum Auftreten 
weiber Diimpfe erhitzt, Nun wird tropfenweise konzentrierte Salpetersiiure 
hinzugegeben, wieder erhitzt und dieser Vorgang so oft wiederholt, bis der 
Kolbeninhalt auch bei dauerndem Erhitzen farblos bleibt. Ist dieser Punkt 
erreicht, so erhitzt man weiter, um die iiberschiissige Salpetersiiure zu ver- 
treiben bis zum Auftreten reinweiBer Diimpfe und spiilt nach dem Erkalten 
den Kolbeninhalt yom Oxalatblut in einen 100 cem-MeBkolben yom Tri- 
chloressigsiiurefiltrat in einen 50 cem MeBbkolben. Man gibt zu jedem Kolben 
1—2 Tropfen Paranitrophenol und soviel konzentriertes Ammoniak, bis 
die Lésung eben gelb gefirbt ist. Dann fiigt man zum Oxalatblut- 
kolben 20 ccm Molybdatlésung 2, 4 cem Aminonaphtholsulfosiurelésung, 
fiillt zur Marke auf und behandelt, wie unter anorganisch angegeben. Zum 
veraschten Filtrat fiigt man 10 cem Molybdatlésung 2 und 2 cem Amino- 
uaphtholsulfosiiurelésung und behandelt ebenso. 

IV. Die Hydrolyse der Phosphorsaureester: Die Spaltung der 
organischen Phosphorsiureester wird in der urspriinglich von Lohmann fiir 
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den Muskel angegebenen Form ausgefiihrt: in Reagenzgliisern aus Jenaer 
Glas werden 2 ccm 2 n-Salzsiiure mit 2 ccm des Trichloressigsiiuretiltrats 
versetzt und die Réhrchen vor einem Gebliise zugeschmolzen. Bei Doppel- 
bestimmnngen braucht man von jeder Blutprobe mindestens 8 Réhrchen. 
Die verschiedenen Proben werden dann in einer Wasserbadkanone bei 100° 
erhitzt und die Réhrchen nach 7 Minuten, 30 Minuten, 60 Minuten und 
3 Stunden-Hydrolysezeit herausgenommen, sofort in kaltes Wasser gestellt 
ind die Phosphorbestimmungen angeschlossen. Aus der Differenz zwischen 
den Werten ergibt sich der Phosphatgehalt der einzelnen Fraktionen. Bei 
diesem Verfahren fiillt das sogenannte Phosphagen in die anorganische 
Fraktion, da es schon bei Zimmertemperatur zerlegt wird. Die Differenz 
zwischen dem anorganischen Phosphat und dem 7 Minuten-Hydrolysewert, 
die sogenannte 7 Minuten-Fraktion, entspricht zur Hauptsache dem Pyro- 
phosphat, die Differenz zwischen 7 Minuten-Hydrolysewert und 3 Stunden- 
Hydrolysewert den Hexoseestern der Phosphorsiiure, wiihrend das sogenannte 
(slycerophosphat sich aus der Differenz zwischen 3 Stunden-Hydrolysewert 
und gesamtsiiureléslichem Phosphat des Bluts ergibt. 


Als Kolorimeter verwandten wir bei unseren Untersuchungen 
das Stufenphotometer. Dabei zeigte sich, dab unsere Lisungen 
im griinen oder roten Spektralgebiet die gréBte Lichtabsorption 
hatten. Wir verwandten deshalb fiir unsere Messungen das Griin- 
tilter L2 und das Rotfilter L1. Als Blaufilter ist in folgenden 
Tabellen das Filter S47 bezeichnet. Durch Anderung der Schicht- 
dicke (verschieden lange GefiiBe) wurde erreicht, daf die Ab- 
lesungen an der Trommel stets zwischen 10 bis 50 fielen. 

Die Ermittlung der Extinktionskoeffizienten fiir ver- 
schiedene Spektralgebiete an Phosphatlésungen  be- 
kannter Konzentration: Da bei der Bestimmung des orga- 
nischen Phosphats, des hydrolysierbaren Phosphats und des gesam- 
ten und gesamtsiiureléslichen Phosphats verschieden zusammen- 
sesetzte Lésungen vorliegen, muf man die Extinktionskoeffizienten 
dieser Lisungen mit bekanntem Phosphatgehalt ermitteln. 

a) Vergleichslésung fiir anorganisches Phosphat: In 
einen 25 com-MeBkolben fjillt man 8 ccm 7°/,ige Trichloressig- 
siure, 4 ccm Standardphosphatlésung, 5 cem Molybdatlésung 2 
und 1 cem Sulfosiiurelésung, fiillt zur Marke aut, erhitzt im Wasser- 
bad von 37° 5 Minuten lang, kiihlt ab und kolorimetriert. 

b) Vergleichslésung fiir gesamt- und gesamtsiiure- 
lésliches Phosphat: In einem 25 cem-Mebkolben werden 4 ccm 
Standardphosphatlésung mit 5 cem Molybdatlésung 2 und 1 ccm 
Sulfosiiurelésung versetzt und wie oben behandelt. 

c) Vergleichslésung fiir hydrolysierbares Phosphat: 
In einem 25 cem-MeBkolben werden 2 ccm 2 n-Salzsiiure mit 4 ccm 
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Standardphosphatlésung, 5 
siiurelésung versetzt und wie bekannt behandelt. 


5ccm Molybdatlisung 2 und 1 ccm Sulfo- 





In folgender Tabelle sind die Werte, die wir fanden, zu- 
sammengestellt. 

_ a - , ' . de Phosphatgehalt 
Lésung | Filter | s in em] 2 E E, OC, +, in 25 cem = C, 
au blau 3 31,8 | 0,492 | 0,164 | 0,502 0, 0824 mg 

b ” 3 33,9 | 0,463 | 0,154 | 0,535 0,0824 
¢ 3 33.9 | 0,463 | 0,154] 0,535 0.0824 ,, 
au griin 3 19,3 | 0,711 | 0,233 | 0,356 0,0824 . 
i) 3 20,2 | 0,695 | 0,232 0,355 0.0824 
c ‘ 3 20,7 | 0.680 | 0,227 0,363 0,0824 
a rot : 10,3 | 0,980 | 0,327 | 0,252 0,0824 
ly ‘ 10,5 | 0.975 | 0,325 | 0,252 0,0824 
C 3 11,1 | 0,950 | 0,317 | 0,260 0,0824 





Es bedeutet: 


1. Beispiel: 
(10 ecm 


phats: 























s die Linge des AbsorptionsgefiBes in Zentimeter, 
i die Trommelablesung, 

E der Extinktionskoeffizient, 
E, der auf 1 cm reduzierte Extinktionskoeffizient. 


im 


Bestimmung des anorganischen Phos- 


Trichloressigsiiurefiltrat 25 eem- Mefkolben 


versetzt mit 5 ecm Molybdat 2 und 1 ccm Sulfosiure). 
Ks ergaben sich folgende Werte: 





Filter 


blau 
rot 
griin 





46,2 
24.5 
35.0 


0.336 
0,650 
0.452 








E 
af 
4 


vy 


0,112 
0,217 
0,151 





C,:£, 


0,502 
0.252 
0.356 


0 
mE, 


0.0562 
0.0547 
0),0538 





E : 
4 2 

















Da in der gesamten Trichloressigsiiurelésung des Bluts, also in 
50 ccm 10 com Blut enthalten sind, sind die Werte der vorletzten 
Spalte mit 50 zu multiplizieren, um mg-°/, anorgan. P zu erhalten. 
Hydrolysierbares Phosphat: (7 Minuten 
ccm Trichloressigsiiurefiltrat 1m 25 cem- 
und 1 ecm Sulfo- 


2. Beispiel: 


Hydrolyse von Hundeblut, 2 














MeBkolben, versetzt mit 5 ccm Molybdatliésung 2 

siiurelésung) Die Kolorimetrie der blauen Lésung ergibt fol- 

gende Werte: 
Fil } E E C,iE E a ig-"), P 

ilter dy - Me. fy tou E, Mmg-")y 

blau 61,0 0,223 0. 074 0,535 0, 0396 4.94 
rot 37,0 0,430 0, 143 0,260 0,0372 4.64 
griin 48,8 0,309 | 0,103 | 0,363 0.0374 4.67 
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Wir hatten fiir die Hydrolyse 2 cem des Trichloressigsiiure- 
filtrats benutzt. Diese Menge entspricht 0,4ccm Blut. Die Werte 
der vorletzten Spalte obiger Tabelle sind also mit 250 zu multipli- 
zieren, um mg-°/, P zu erhalten. 

Die Bestimmungen des Phosphorgehalts der verschiedenen 
Blutproben erfolgen in derselben Art und Weise, nur ist darauf zu 
achten, daB das Produkt C,/E,-E, stets die in 25 ccm Lisung vor- 












































liegende P-Menge in Milligramm ergibt. Bereite ich z. B. die Farb- 
lésung in einem 100 ccm-MeBkolben, so ist das Produkt mit 4 
za multiplizieren, um den gesamten Phosphorgehalt der 100 cem 
zu ermitteln. Aus der zur Bestimmung entnommenen Blutmenge 
und der Verdiinnung mit Trichloressigsiiure ist dann der Wert 
+ , 0 r rrec 
) fiir P in mg-°/, zu errechnen. 
Versuchsprotokolle. 
1. Die Phosphorverbindungen im Blut des Menschen. 
In folgender Tabeile sind die Ergebnisse unserer Untersuchungen 
am Menschen zusammengestellt (alle Werte in mg-°/, P): 
-—— 
ee Alter Gesamt- Gesamt- Anorg. Pyro- Ester- | Glycero- waner 
eo ne phosphat siurel. Phosphat | phosphat | phosphat phosphat sucht 
\r. | Jahren Phosphat : am 
| 87), - 22,86 4,12 3,71 4,74 10,29 | 26. 2.32 
2 7 44.87 26,62 4,41 3,79 5,19 13,27 4. 5.32 
s 9 44,02 27,16 4,09 5,27 5,42 12.37 4. &.32 
f 9 — 27,25 4,00 3,98 5,81 13,46 | 25. 5.32 
5 7 — 24,85 4,27 3,53 347 11,88 25. 5.32 
t} 7 — 29,64 5,03 38,95 6,71 13.95 25. 5.32 
7 13 _— 23,60 3,62 3,70 3.65 12,70 4. 5.32 
ps |. - 97,25 | 4,63 4.8] 5.99 | 1182 | 25. 5.32 
Ht) 12'/, 43,03 28,93 3,56 5,51 5,27 14.59 31. &.32 
10) 40) — 25,75 3,31 5,45 5,97 11,02 13. 11.31 
Die Phosphorfraktionen im Blut des Hundes. 
Alter Cores. | Com | PBeee- Anorg. | Pyro- Ester- | Glycero- 
und Name | phosphat siurel. junldslich. Phosphat | phosphat | phosphat | phosphat 
Phosphat | Phosphat 
Lux ausgew. — 23,89 — 3,54 2.40 6,72 11,23 
_ 25,75 om 2,28 2,07 5,98 15,42 
nt i 23,84 - 2.66 1,67 351 16,00 
- 37,14 25,10 12,04 2,57 2,11 3,51 16.91 
1% 45,08 26,80 18,28 2,68 1,99 3,68 18.45 
48,71 27,16 | 21,55 3.34 1,68 5.69 16.45 
In . 
' Dureh- | 4364 | 95,42 | 18,22 | 2,85 199 | 485 | 15,76 
schnitt 
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Fortsetzung. 
Alter Gesamt- premart oiure- | Anorg. Pyro- Ester- | Glycero 
und Name | phosphat en, me Phosphat phosphat | phosphat | phospha: 
Phosphat | Phosphat — 
Teddy 6Mon| 52.91 26,35 26,56 | 4,34 5,60 1,76 14,65 
6 48.56 32,85 15,71 7,38 5,02 2,75 17,70 
a a _ 32,66 i> 7,38 238 3.18 19,32 
Rolf 6. ,, 43,17 27,11 16,76 7.91 6,24 3,04 — 
_ 38,85 25,10 13,75 6,10 1,74 4,44 12,82 
99  ~ 45,60 27,65 17,95 6,59 1,63 4,75 14.68 
Prinz 6 ,, 40,46 nee — 5,08 1,24 5,96 — 
oa, 93,69 26,93 26,72 6,66 2,41 4,99 12.87 
— 48,71 30,71 18,00 7,37 1,78 4.54 17,0] 
Im Durch- > rr) 92 R7 = ( . Fs . ‘ ~ 
46.58 28,67 17,91 6,09 3,12 3,93 15,58 
schnitt ' 























2. Die Phosphorverbindungen im Blut des Hundes, 





Bei Hunden liegen in der bisherigen Literatur keine Ergebnisse 
liber fraktionierte Phosphorbestimmungen vor. Vorstehende Ta- 
belle zeigt, daB das Hundeblut dieselben Phosphorverbindungen 
enthilt, wie das Blut des Menschen. 


3. Die Phosphorfraktionenim Blut desausgewachsenen 
Kaninchens. In folgender Tabelle haben wir unsere Ergebnisse 
iiber die Untersuchungen der Phosphorfraktionen im Blut des 
Kaninchens zusammengestellt. Fiir unsere Versuche benutzten 
wir ausgewachsene, etwa 3—4 kg schwere Tiere, die mit Heu und 
Riiben gefiittert wurden. Die Untersuchungen wurden in der Zeit 
vom November 1931 bis Mirz 1932 vorgenommen. 


Die Phosphorfraktionen 





im Blut des ausgewachsenen Kaninchens. 























(sesamt- Gesamt- Siiure- Anorg. Pyro- Ester- Glycero- 
phosphat | ,,*#urel. junloslich.| p) osphat | phosphat | phosphat | phosphat 
— Phosphat | Phosphat ae eet aie 
29,74 — 3,05 2,80 6,23 17,66 
— 32.0 = 3,05 3,17 5,86 19,02 
— 28.37 -- 2,46 0,23 6,06 19,60 
— 26,60 — 2,21 0.00 7,15 17,34 
38,45 32,63 5,82 2,12 4,20 4,32 21,99 
— 33,63 — 2,73 3,24 7,48 20,18 
42.17 36,59 5,28 2,50 4,28 6,67 23,44 
40,60 ~~ _ 3,07 6.37 7,25 —— 
40,24 25,75 14,49 2,98 3,02 4,83 14,42 
47.57 29,29 18,29 2,74 4.93 4.58 17,03 
51.48 28.93 22,55 2,74 3,17 6,52 16,50 
Ip. 43.42 | 3038 | 1304 | 2,74 396 | 608 | 18,71 








semaine tl 


Cero 


sphat 
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Ergebnisse. 


Vorstehende Untersuchungen und Ergebnisse zeigen, dal} mit 
der angegebenen Methodik bei Menschen, Hunden und Kaninchen 
die Bestimmung der Phosphorfraktionen innerhalb der einzelnen 
Gruppen — selbstverstiindlich in gewissen Grenzen — recht gut 
iibereinstimmende Werte ergibt. Damut diirfte die Brauchbarkeit 
der Methodik erwiesen sein. Wie ein Vergleich mit den bisher 
bekannten Werten ergibt, stimmen meine Ergebnisse mit den in 
der Literatur vorliegenden vollkommen iiberein. 

Ks hat sich gezeigt, daB das Stufenphotometer ein wertvolles 
Hilfsmittel bei der kolorimetrischen Bestimmung des Phosphors 
im Blut ist, weil es in schneller Arbeitsweise eine Verbesserung 
der MeBgenauigkeit darstellt. Es hat sich ferner gezeigt, daB es 
méglich ist, mit der Veraschungsmethode im Siiuregemisch gut 
iibereinstimmende Werte fiir Gesamtphosphat und gesamtsiiure- 
lésliches Phosphat zu erhalten, wenn man die Fehlerquelle der 
bisher iiblichen Methodik, niimlich den verschieden grofen Siiure- 
riickstand ausschaltet. Das kann, wie ich gezeigt habe, dadurch 
veschehen, da man die Lésung mit Ammoniak neutralisiert und 
dann zur kolorimetrischen Bestimmung mit der Molybdatliésung 
eine bestimmte Menge Schwefelsiiure zusetzt. Dadurch wird er- 
reicht, daB die zu kolorimetrierende Liésung in gewissen Grenzen 
Schwefelsiure und Phosphat stets im selben Verhiiltnis enthiilt 
und eine Beeinflussung der blauen Farbe der reduzierten Molyhdiin- 
phosphorsiiure durch verschieden grobe Siiuremengen ist aus- 
geschlossen. 

Die von Rona und Iwasaki?) fiir das Kaninchenblut an- 
gegebenen Werte stimmen — wie bei der unterschiedlichen Methodik 
nicht anders zu erwarten war — mit den meinigen nicht iiberein. 
Dabei spielt aber, wie ich an anderer Stelle noch zeige, die ver- 
schiedene Fiitterung eine sicher nicht unwesentliche Rolle. 

Ein weiteres Ergebnis meiner Untersuchungen scheint mir 


der Nachweis zu sein, daB sowohl im Menschenblut wie auch in 


allen untersuchten Blutarten die gesamten organischen siiure- 
léslichen Verbindungen Esternatur besitzen. Das geht daraus 
hervor, daB es méglich ist, durch fortgesetzte Hydrolyse die ge- 
samte Menge organisch gebundenen Phosphors zu spalten. Man 
erhilt so schlieBlich denselben Wert fiir die Hydrolyse, den auch 
die Veraschung des Trichloressigsiiurefiltrats ergibt. Als Beispiel 
fiihre ich folgende Tabelle an: 
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Hestcat mg-°/, P 

a — a ee ee eee 6,94 
Nach 7 Minuten Hydrolyse ere kk Oe ey oe 9,98 
30 ‘ * PSR Ce 4 es Se eS 10,61 

60 wm - a ce = 4 11,34 

3 Stunden m ey ef : a % 13,43 

. BS »w ss poe 4 es e 4 16,78 
=: oo . PIMs. « +e « % 19,33 

~ w> & 22,68 
Veraschungswert des Trichloressigsiurefiltrats _— 29,64 


Ich habe hier auber dem 7 Minuten- und 3 Stundenhydrolyse- 
wert auch noch die Hydrolysenwerte nach 30 Minuten, 60 Minuten, 
6 Stunden, 12 Stunden und 24 Stunden angefiihrt. Die Tabelle 
zeigt deutlich die langsam ansteigende Hydrolysekurve. Die véllige 
U bereinstimmung dieser Hydrolysekurven fiir simtliche Blutarten 
zeigt, daB sows im Menschenblut als auch im Blut des Hundes 
und des Kaninchens die vorliegenden organischen Phosphorver- 


hindungen dieselben sind. 

Ich habe mit diesen Untersuchungen beabsichtigt, eine Grund- 
lage zu finden fiir klinisch-experimentelle Forschungen am 
wachsenden Organismus. Hier sind nach Untersuchungen, die 
an unserer Klinik schon unternommen wurden, und sich noch 
im Gang befinden, einige Besonderheiten im Picsphotkensbalt 
zu erwarten, die mdglicherweise fiir Physiologie und Pathologie 
des jungen Kindes Bedeutung erlangen kénnen. 
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Uber die Wirkung von Glutathion 
auf die Pasteursche Reaktion. 
Von 


Erwin Bumm und Hans Appel. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund-Miinster.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Juni 1932.) 


Seit der Entdeckung des Glutathions ist die Frage nach der 
hhysiologischen Bedeutung der Sulfhydrylverbindungen in der 
Ateratur hiaufig diskutiert worden. Aus dem chemischen Ver- 
halten des Glutathion, seinem Vorkommen in oxydiertem und 
reduziertem Zustand und der leichten Uberfiihrbarkeit der beiden 
formen ineinander glaubte man lange Zeit den SchluB ziehen zu 
diirfen, daB dieses Thiosystem an den Oxydationsvorgiingen des 
Organismus teilnimmt und als Katalysator bei der Zellatmung 
eine wichtige Rolle spielt. Die urspriingliche Annahme iiber den 
Wirkungsbereich der Sulfhydrylgruppe bei biologischen Oxy- 
dationen hat jedoch in den letzten Jahren wesentliche Kinschriin- 
kungen erfahren. Sicher wissen wir heute nur, da8 Glutathion die 
Oxydation von Fettséuredoppelbindungen katalytisch beschleunigt, 
dagegen ist sein KinfluB auf den eigentlichen Atmungsmechanismus 
keineswegs klargestellt. Ks ist sogar fraglich, ob das Glutathion 
hier uberhaupt im Sinne eines Aktivators zu wirken vermag. Bei 
der groBen Affinitét der Sulfhydrylgruppe zum Schwermetall ist 
cine Reaktion mit dem aktiven Eisenkomplex des Atmungs- 
fermentes nicht unwahrscheinlich, in Analogie zur Wirkung des 
Schwefelwasserstoffs sollte man in diesem Fall eme Hemmung der 
Zellatmung durch SH-Glutathion erwarten. Waldschmidt- 
Leitz!) hat schon 1930 anlaéfBlich einer Untersuchung uber Akti- 
vierung der Tumorproteolyse durch Sulfhydrylverbindungen iln- 
liche Betrachtungen angestell¢ und die Méglichkeit einer gleich- 
zeitigen Atmungshemmung und Proteolysesteigerung durch Gluta- 
thion in Erwaigung gezogen. Allerdings beschrinkt sich Wald- 
schmidt-Leitz auf die theoretische Erérterung des Problems 
und kommt zu dem SehluB, daB die Ausbildung der SH-Verbindung 


? 
I 


1) Naturw. 1930, 280. 
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wahrscheinlich nicht die Ursache, sondern eine Folge der geringen 
Tumoratmung sein wirde. Experimentell ist die antikatalytische 
Wirkung des Glutathions zum erstenmal von Schoédberl!) im 
vorigen Jahr beobachtet worden. Schodberl untersuchte dic 
Oxydation von Leukomethylenblau durch molekularen Sauerstoftf 
in Gegenwart von Kupfer als Katalysator und fand beim Zusatz 
von Cystein oder SH-Glutathion starke Reaktionshemmungen, 
wiihrend die entsprechenden Disulfidverbindungen ohne Einflu’B 
auf die Geschwindigkeit der Sauerstoffiibertragungen waren. Wie 
Schober! selbst betont, entfernen sich jedoch seine Modellversuche 
soweit von den biologischen Versuchsbedingungen, daB man die 
Ergebnisse nur mit Vorbehalt zur Deutung der Verhaltnisse im 
Organismus heranziehen kann. 

Wir haben uns in der vorliegenden Arbeit mit der Frage be- 
schiftigt, ob die normale Zellatmung, also die Kohlehydratoxy- 
dation von iiberlebendem Gewebe, durch SH-Glutathion hemmend 
beeinfluBt werden kann. Uns interessierte dabei weniger die 
Atmung selbst, als die Pasteursche Reaktion, die, wie Warburg?) 
cezeigt hat, ebenfalls ee Schwermetallkatalyse ist und die sich 
erfahrungsgemiéB vor der Atmung durch groéBere Empfindlichkeit 
auszeichnet. 

Bekanntlich kommt die Pasteursche Reaktion dadurch zum 
Ausdruck, daB unter dem EinflufB der Atmung eine Glykolyse- 
hemmung eintritt. Als MaB fiir die GréBe der Pasteurschen Re- 
aktion dient das Verhaltnis Glykolysehemmung in Sauerstoff durch: 
anaerobe Glykolyse — aerobe Glykolyse 
Atmung, also der Quotient a a 

mung 
Warburg hat dieses Verhaltnis als Meyerhofquotienten bezeichnet, 
es gibt zahlenmaéBig den Wirkungsgrad der Atmung an. Fiir die 
Beurteilung der Frage, ob eine Substanz die Pasteursche Reaktion 
wirklich hemmt, ist nun weniger die Gréfbe des Meyerhofquotienten 
maBeebend, als die seiner Einzelglieder. Der Meyerhofquotient 
selbst kann naémlich auf sehr verschiedene Weise beeinflubt werden, 
jede Anderung der Teilbetriige im Zihler oder Nenner muB natiir- 
lich den Gesamtwert des Bruches veraindern. Sinngema dart 
man aber nur dann von einer elektiven Hemmung der Pasteur- 
schen Reaktion sprechen, wenn bei gleichbleibender Atmung und 
unverinderter anaerober Glykolyse eine Zunahme der aeroben 
Milchsiiurebildung erfolgt. Es schien deshalb zweckmiibig, die 


1) Ber. chem. Ges. 64, 546 (1931); Diese Z. 201, 175 (1931). 
*) Biochem, Z. 172, 432 (1926). 
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Uber die Wirkung von Glutathion auf die Pasteursche Reaktion. 8] 


Glutathionwirkung fiir alle 3 Teilreaktionen des Kohlehydrat- 
umsatzes gesondert zu bestimmen. 

Als Versuchsmaterial haben wir aus methodischen Griinden 
das Jensensche Rattensarkom gewahlt und zwar wurde zuniichst 
der EinfluB des Glutathions auf die Atmung untersucht. Es zeigte 
sich, daB die Sauerstoffaufnahme fiir Gewebsschnitte in sulfhydryl- 
haltiger und in zusatzfreier Ringerlédsung immer die gleiche war. 
10-3 m SH-Glutathion vermag also die Tumoratmung weder zu 
aktivieren noch zu hemmen. Entsprechende Versuche mit oxy- 
diertem Glutathion fiihrten genau zu demselben Ergebnis. Dieser 
Befund steht in Ubereinstimmung mit Resultaten von Voegtlin, 
Rosenthal und Johnson), die im vorigen Jahr veréffentlicht 
wurden. Voegtlin und seine Mitarbeiter konnten fiir Leber, 
Niere, Hoden und Carcinomgewebe, sowie fiir Hefe ebenfalls keine 
Beeinflussung der Zellatmung durch oxydiertes oder reduziertes 
Glutathion beobachten. 

Schwefelwasserstoff in 10-3 n-Lésung hemmt unter sonst 
gleichen Bedingungen die Atmung vollstiindig.2) Das Schwer- 
metall des Atmungsfermentes reagiert also mit freiem H,S, es 
reagiert aber nicht mehr, wenn im H,S-Molekiil eines der H-Atome 
durch den Glutathionrest ersetzt ist. 

Wir haben dann die anaerobe Glykolyse von 'Tumorzellen in 
Gegenwart von Glutathion gemessen und fanden auch hier keinen 
Unterschied gegeniiber den Kontrollen, gleichgiiltig ob dem An- 
satz Disulfid- oder Sulfhydrylverbindung zugesetzt war. Das Bild 
andert sich jedoch, wenn man die ‘l'umorglykolyse in Sauerstoff 
bestimmt. Dann wirken beide Glutathionformen verschieden. 
Die Milchséurebildung unter aeroben Bedingungen ist fiir Gewebs- 
schnitte in 10-3 m-SH-Glutathion stets wesentlich gréBer als bei 
den entsprechenden Leerbestimmungen, sie erreicht fast den Wert 
der normalen anaeroben Girung. Im Zusammenhang mit den vor- 
her beschriebenen Versuchen ergibt sich hieraus, daB die Sulf- 
hydrylverbindung eine spezifisch hemmende Wirkung auf die 
Pasteursche Reaktion ausiibt: reduziertes Glutathion setzt die 
Wirksamkeit der Atmung herab, es unterbricht die Reaktion, die 
die Atmung mit der Glykolyse verbindet. Bringt man nun einen 
Gewebsschnitt aus der sulfhydrylhaltigen in glutathionfreie Ringer- 
lésung, so sinkt die aerobe Milchsiurebildung wieder auf den ur- 


1) Public Health Reports 46, 339 (1931). 
*) E. Negelein, Biochem. Z. 165, 203 (1925). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX. 
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spriinglichen Wert. Die Hemmung der Pasteurschen Reaktion 
durch SH-Glutathion ist demnach reversibel, ein wichtiger Beweis, 
daB unter den angegebenen Versuchsbedingungen keinerlei Schadi- 
gung des Gewebes eingetreten sein kann. 

Zu ganz anderen Ergebnissen kommt man, wenn die Disulfid- 
verbindung an Stelle von SH-Glutathion verwendet wird. Wir 
fanden, daB der Zusatz von oxydiertem Glutathion die aerobe 
Tumorglykolyse im allgemeinen nicht verindert. Jedenfalls haben 
wir nur in Ausnahmefallen geringfiigige Zunahmen der Milchsaure- 
bildung beobachtet, die wahrscheinlich so zu erkliren sind, daB 
bei isolierten tierischen Organen iiberhaupt die Tendenz?) herrscht, 
zugesetztes S-S-Glutathion zu reduzieren. 

Wir kommen also zu dem Schlu8B, daB Glutathion in seiner 
oxydierten Form den gesamten Kohlehydratstoffwechsel des 
Tumors unbeeinfluBt léBt. Im Gegensatz hierzu vermag die 
Sulfhydrylverbindung die Pasteursche Reaktion reversibel zu 
hemmen, dabei wird der Meyerhofquotient trotz normaler GréBe 
der Atmung Null. 

Unsere Versuchsergebnisse mit SH-Glutathion sind ibrigens 
keineswegs die ersten Beobachtungen dieser Art, es gibt ver- 
schiedene Verbindungen, die, in kleinen Konzentrationen an- 
gewendet, gleiche oder ahnliche Wirkung auf die Pasteursche 
Reaktion hervorrufen. Warburg fand z. B. den Blausiureathyl- 
ester?) wirksam, Mendel das Guanidin*), wir wollen hinzufiigen, 
da8 auch Arginin die Pasteursche Reaktion unter Umstinden 
partiell hemmen kann. Von den genannten Stoffen kommt nor- 
malerweise nur das Glutathion im Organismus in ausreichender 
Menge vor, wir miissen uns deshalb fragen, welche Folgerungen 
sich aus den Glutathionversuchen fiir die Verhiltnisse in vivo 
ergeben. 

Nach Untersuchungen, die Hopkins und Elliot) im vorigen 
Jahre ver6ffentlicht haben, besteht im lebenden Organismus ein 
dynamisches Gleichgewicht zwischen den beiden Glutathion- 
formen. Beim isolierten Organ ist dagegen je nach den Versuchs- 
bedingungen entweder nur die Sulfhydrylverbindung oder die Di- 
sulfidform bestandig. Der Oxydationsvorgang wberwiegt z. B. 
immer dann, wenn iiberlebendes Gewebe in O,-gesittigtem Serum 


1) F. G. Hopkins u. K. A. C. Elliott, Proceed. Roy. Soc. B 109, 58 
(1931). *) Biochem. Z. 172, 432 (1926). 

3) Mitteilung auf der Tagung des K.-W.-I. fiir Med. Forschung, Heidel- 
berg, Marz 1932. 4) a. a. O. 
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oder Ringerlésung geschiittelt wird, in diesem Fall wird das gesamte 
Glutathion vollstaéndig zum Disulfid dehydriert. Da die iibliche 
Bestimmung der Pasteurschen Reaktion ebenfalls in Gegenwart 
von Sauerstoff erfolgt, d.h. unter Bedingungen, bei denen die 
Sulfhydrylverbindung nicht existenzfihig ist, so miissen sich fiir 
den Meyerhofquotienten zwangsliufig normale Werte ergeben. 
Man sieht also, da8 aus den in vitro gewonnenen Resultaten sichere 
Ruckschliisse beziiglich der GréBe der Pasteurschen Reaktion 
im lebenden Organismus nicht gezogen werden kénnen; wir wiirden 
auch dann keine Hemmungen der Pasteurschen Reaktion beob- 
achten, wenn in vivo das Glutathiongleichgewicht vollstiindig 
nach der Seite der Sulfhydrylverbindung verschoben wire. 

Die Anwendung dieser Uberlegung auf das Tumorproblem 
fiihrt hier zu neuen wichtigen Gesichtspunkten. Neben den kern- 
losen Erythrocyten und den weifen Blutkérperchen sind bekannt- 
lich die Tumoren die einzigen Zellen, die im Korper unter physio- 
logischen Bedingungen betrichtliche Mengen Milchsiiure produ- 
zieren. Das Tumorgewebe unterscheidet sich in dieser Beziehung 
deutlich von anderen wachsenden Korperzellen, die zwar anaerob 
ebenfalls lebhaft glykolysieren, deren Spaltungsstoffwechsel aber 
in Sauerstoff mit Hilfe der Pasteurschen Reaktion vollstandig 
beseitigt wird. Charakteristisch fiir den Tumor ist also weniger die 
hohe Glykolyse als der Umstand, daB die Glykolyse unter dem 
EinfluB der Atmung nicht verschwindet. Die Atmung kann ent- 
weder zu klein oder nicht wirksam genug sein, um den Spaltungs- 
stoffwechsel aufzuheben. Da die Bestimmung des Meyerhof- 
quotienten im allgemeinen durchaus normale Werte ergab, ent- 
schied man sich bisher fiir die erste der beiden Méglichkeiten und 
kam zu dem SchluB, daB die Pasteursche Reaktion beim Tumor 
nicht gehemmt ist. Diese Annahme ist fiir die Verhiiltnisse in vivo 
zum mindesten nicht bewiesen, wahrscheinlich trifft sogar das 
Gegenteil zu. Wir wissen némlich, daB sich die Tumoren vor allen 
anderen Organen, mit Ausnahme der Leber*), durch einen be- 
sonders hohen Glutathiongehalt *) auszeichnen. Wenn man nun 


1) Die Vorstellung einer Steuerung der Pasteurschen Reaktion durch 
Verschiebung des Glutathiongleichgewichts ist fiir die Leber von besonderer 
Bedeutung, da speziell in diesem Organ umfangreiche KH-Synthesen (bei 
normaler Pasteurscher Reaktion) und KH-Spaltungen (bei gehemmter 
Pasteurscher Reaktion) stattfinden. 

2) Vgl. z. B. C. Voegtlin u. J.W. Thompson, J. of biol. Chem. 70, 
801 (1926); H. Yaoi u. W. Nakahara, Biochemic. J. 21, 1277 (1927). 
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beriicksichtigt, daB der Tumor im Korper auBerordentlich schlecht 
mit Sauerstoff versorgt wird), so ist eigentlich die wichtigste 
Voraussetzung fiir eine Verschiebung des Glutathiongleichgewichts 
nach der Seite der Sulfhydrylverbindung gegeben. Wir schlieBen 
hieraus, daB die Pasteursche Reaktion beim Tumor in vivo ge- 
hemmt ist, und kénnen gleichzeitig erkliren, warum diese Hemmung 
in vitro meist nicht festgestellt werden kann. 


Experimenteller Teil. 


Die verwendeten Glutathionpriparate wurden in der Sulf- 
hydrylform aus Hefe nach dem Verfahren von Pirie?) dargestellt 
und nach kurzem Behandeln mit Kaolin*) oder Tonerde mehrmals 
umkrystallisiert. Die Disulfidverbindung haben wir hieraus ent- 
weder nach der Vorschrift von Schéberl*) oder durch Luft- 
oxydation nach Hopkins®) bereitet. Bei allen Versuchen, die mit 
reduziertem Glutathion in Sauerstoffgegenwart ausgefiihrt werden, 
ist der Reinheitsgrad der zugesetzten Praparate von groBer Be- 
deutung, von ihm hingt die Oxydationsgeschwindigkeit, d. h. der 
Ubergang in die Disulfidverbindung in hohem MaBe ab. Wie schon 
Meldrum und Dixon’) gezeigt haben, ist reines krystallisiertes 
SH-Glutathion bei neutraler Reaktion selbst in Gegenwart von 
Kisen nicht autoxydabel. Es gelingt also, die Sulfhydrylgruppe auch 
in kleinen Konzentrationen unter aeroben Bedingungen wirklich 
zur Anwendung zu bringen, wenn das Glutathion von allen kata- 
lvtisch wirkenden Verunreinigungen vollstindig befreit ist. 

Die Stoffwechselbestimmung erfolgte manometrisch in Ringer- 
losung als Suspensionsfliissigkeit, da Blutserum eine deutliche Be- 
schleunigung der Glutathionoxydation verursacht.6) Als Versuchs- 
material diente das Jensensche Rattensarkom. 

Der EinfluB von oxydiertem und reduziertem Glutathion aut 
die Atmung des Tumorgewebes ist in den Versuchen der Tab. I 
behandelt. Gemessen wurde in kohlensiiurefreier Luft oder in 
reinem Sauerstoff unter Absorption der Atmungskohlensiure mit 
Kalillauge. Wie man sieht, sind hier die beiden Glutathionformen 
vollig wirkungslos. 


1) O. Warburg, F. Wind u. E. Negelein, Kli. W. 5, 829 (1926). 


*) Biochemie. J. 24, 51 (1930). 3) Biochemic. J. 24, 472 (1930). 
4) Diese Z. 201, 167 (1932). 5) J. of biol. Chem. S84, 269 (1930). 
6) $.M. Rosenthal u. C. Voegtlin, Public Health Reports 46, 521 (1931). 
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Tabelle I. 
Wirkung von SH- und S-S-Glutathion auf die Tumoratmung. 

Ver- Qo Yo, Yo, 
suchs- | Gewebe : in 10-* m-SH- in 10-§ m-S-S- 
Nr. ohne Zusatz Glutathion Glutathion 

] Sarkom 4,7 — 5,0 

3 * 3,0 3,3 

3 9,0 - 4,7 

4 3,6 3,5 

5 3,7 4,1 4,0 














In der zweiten Tabelle sind Messungen der anaeroben Tumor- 
slykolyse verzeichnet. Die Glutathionwirkung ergibt sich aus dem 
Vergleich der Glykolyse desselben Gewebes mit und ohne Glu- 
tathionzusatz unter sonst gleichen Bedingungen. 


Tabelle II. 
Wirkung von SH- und S-S-Glutathion auf die anaerobe Glykolyse. 

















Ver- Ny Ng Ny 
suchs- | Gewebe OM OM Oni 
Nr. ohne Zusatz in 10-3? m-GSH in 10-3? m-GSSG 
1 Sarkom 34,0 33,4 
3 - 22,4 24,4 , 
3 31,2 — 32,4 
4 , 33,5 — 32,9 
5 32,3 29,5 — 
6 30,4 30,4 — 
7 “ 40,7 39,2 40.8 
8 Gehirn 18,3 19,6 19,3 














Die Bestimmung der Glykolyse in Sauerstoff erfolgte nach der 
Bicarbonatmethode.!) Betrachtet man die fiir die aerobe Milch- 
siurebildung gefundenen Werte (Tab. III, Spalte 3 und 4), so 
fallt auf, daB unter dem EjinfluB von 10-* m-SH-Glutathion die 
Glykolyse stets gegeniiber den Leerbestimmungen zugenommen 
hat. Die aerobe Giérung in Gegenwart von SH-Glutathion ist 
ebenso groB wie die normale anaerobe Girung (Spalte 4 und 5). 

Um nun den Nachweis zu erbringen, da8 unter dem EinfluB des 
Glutathions keine Gewebsschiadigung eingetreten ist, haben wir 
Tumorschnitte vor Beginn der Messung 20—380 Minuten in glu- 
tathionhaltiger, O,-gesittigter Ringerlésung aufbewahrt und an- 


1) O. Warburg, Biochem. Z. 158, 121 (1925). 
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Tabelle III. 
Einflu8 von SH-Glutathion auf die aerobe Glykolyse. 














Ver- | Qos Qy? Qh Oy 
suchs- | Gewebe ns in 10-* m- . fiir vorbehan- 
Nr. ohne Zusatz GSH ohne Zusatz Asltes Goavhe 

l Sarkom 20,3 30,6 - — 

2 31,8 38,6 39,6 33,4 

3 16,5 26,0 26,4 15,2 

4 18,6 23,1 24,6 18,3 

5 19,7 24,8 : 20,0 

6 28,0 35, 1 25,0 

7 45< 22,8 16,4 

s 11,2 19,8 22,4 14,4 

9 ™ ~~ 23,3 25,0 17,0 

10 ~ 24,8 33,0 — 

11 = 19,7 23,4 20,0 

12 Gehirn 3,4 23,4 — 

13 Sarkom ; 30,0 21,3 

14 Gehirn 9,¢ 15,6 —- ~ = 

















schlieBend die aerobe Glykolyse bestimmt. Der Spaltungsstoff- 
wechsel der vorbehandelten Gewebsschnitte ist nicht oder nur 
wenig hoher als unter Normalverhiltnissen. Bei Uberfiihren des 
Gewebes in zusatzfreie Ringerlésung geht also die aerobe Glykolyse 
wieder auf den urspriinglichen Betrag zuriick, d. h. die Wirkung des 
reduzierten Glutathions ist reversibel. 

Im Gegensatz zur Sulfhydrylverbindung beeinfluBt oxydiertes 
Glutathion die aerobe Tumorglykolyse gar nicht. Versuche dieser 
Art sind in der vierten Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle IV. 
Wirkung von S-S-Glutathion auf die aerobe Glykolyse. 











Ver- O; O; Ng 

suchs- | Gewebe Om OM OM 
Nr. ohne Zusatz in 10-3? m-GSSG ohne Zusatz 

l Sarkom 11,5 16,0 — 

2 - 16,0 13,0 saute 

3 _ 18,0 17,3 27,0 

4 16,0 17,7 22.1 

5 - 24,4 28,4 29,6 

6 ” 16,3 13,0 28,1 














Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir fiir 
die Unterstiitzung dieser Untersuchung zu groBem Dank ver- 


pflichtet. 














Das Oxydoreduktionssystem 

Homogentisinsaure—Benzochinonessigsaure. 
Von 

Gunnar Blix. 


(Mit 1 Figur.) 





(Aus dem Mediziniscl: Themischen Institut der Universitat Upsala). 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Juni 1932.) 


Bisher sind nur sehr wenige echte reversible Redoxsysteme im 
hdheren Tierorganismus bekannt. Das Homogentisinsiure—Benzo- 
chinonessigséuresystem (Hgss—Chss) schien von vornherein fiir 
potentiometrische Redoxbestimmungen gut geeignet zu sein. Die 
Kenntnis der Elektrodenpotentiale dieses Systems mu iibrigens 
u. a. auch eine gewisse Bedeutung fiir das Verstindnis des Abbaus 


, der Homogentisinsiure im Korper haben. 


ixperimentelles. 


Die Messungen wurden an Lésungen der Chinhydronverbindung 
von Hgss und Chss ausgefiihrt. Bei der Darstellung dieser Chin- 
hydronsubstanz wurden in der Hauptsache die Angaben von 
C. Th. Morner?) befolgt. — Als Ausgangsmaterial diente das 
Bleisalz der Homogentisinsiure, welches Praparat ich Herrn Pro- 


fessor C. Th. MOrner verdanke. Das Salz wurde mit 


rechneten Menge Schwefelsiure umgesetzt und das Filtrat in 
vacuo zur Krystallisation konzentriert. Die Substanz wurde 2 mal 
aus Wasser umkrystallisiert und war dann ganz wei. Die Chinon- 
essigsiure wurde nach Morner durch Oxydation der Hgss mit 
Na-Dichromat in schwefelsaurer Lésung dargestellt; das Chin- 
hydron wurde durch Zusammenbringen von aquivalenten Mengen 
der beiden ‘Siéiuren in ftherischer Lésung und Auskrystallisieren 
durch Zusatz von Petroleumather erhalten. Nach Umkrystalli- 
sation aus Ather—Petroleumither wurde die Substanz 


Lanyar?) festgelegten Arbeitsbedingungen analysiert. 
lysen gaben: 





Titration nach Metz?) unter Einhaltung der von Lieb und 
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A. 

Gef. Hgss 0,0487 Chss 0,0478 
Ber. »,  0,0487 » 90,0481. 
Il. 

Gef. Hgss 0,0444 Chss 0,0437 
Ber. »  0,0441 » 0,0434. 


Die Chinhydronsubstanz wurde in verschiedenen Citrat- und 
Phosphatpuffern bzw. HCl-NaCl-Lésungen nach Clark?) geldst. 
Die bei den Messungen verwendeten Lésungen waren 0,0003 molar 
in bezug auf die Chinhydronsubstanz. Die Wasserstoffionen- 
konzentration der Lésungen wurde durch die kleine Menge der 
Chinhydronsubstanz nicht in betrichtlichem MaB beeinfluBt. Die 
|H*+| der Puffer und der Saéuremischungen wurde mit Hilfe der 
gewohnlichen Chinhydronelektrode in besonderen Versuchen fest- 
gestellt. Als Bezugselektrode wurde eine (gegen eine Veibel- 
elektrode, pu 2,037, geeichte) Kalomelelektrode mit 3,5 m-KCl 
verwendet, als Zwischenelektrolyt eine gesittigte KCl-Lésung. 
Alle Versuche wurden bei 20,0 + 0,1°C ausgefiihrt. Die Elek- 
trodengefaiBe waren mit doppelten Goldelektroden versehen. (Mit 
Platinelektroden wurden nicht so gute Resultate erzielt, was 
vielleicht mit gr6Berer Empfindlichkeit derselben gegen Luft- 
sauerstoff zusammenhiingt; vgl. Morgan und Lammert.*) 

In Lésungen von px <3 wurden ohne besondere Vorsichts- 
maBnahmen gegen Luftsauerstoff stabile Potentiale erhalten. Auf 
der alkalischen Seite von pu 3 (bei einer | H+], wo die Dissoziation 
der Carboxyle der Hgss und Chss merkbar wird) wurden die 
Potentiale erst bei AusschluB von Sauerstoff stabil. Das mit einer 
gewogenen Menge Chinhydronsubstanz beschickte Elektroden- 
gefi® wurde in ein mittels einer Quecksilbersperre gegen Luft ab- 
gesperrtes System eingeschaltet, in das die in einem anderen GefaiB 
befindliche Pufferlésung gleichfalls eingeschaltet war. Das ganze 
System wurde dann durch einen Strom von gereinigtem Bomben- 
stickstoff von Luft befreit. Die Pufferldsung wurde dann in das 
ElektrodengefaB hiniibergedriickt und die Stickstoffdurchleitung 
bis zur vollstindigen Losung der Chinhydronsubstanz fortgesetzt ; 
zwischen den einzelnen Ablesungen wurde das Durchleiten von 
Stickstoff wiederholt. In derart behandelten Loésungen waren die 
Potentiale bis etwa px 7,5 stabil. Bei px 8 konnten keine kon- 
stanten Werte mehr erhalten werden. In dem stabilen Gebiet stellte 
sich das Potential im allgemeinen sehr rasch auf einen Wert ein, der 
dann wenigstens 1 Stunde lang innerhalb 0,1—0,2mV konstant blieb. 





—— 
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Die Ergebnisse sind in nachstehender Figur und Tabelle 
wiedergegeben. 
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(Ey = 0,6802; K, = 10-*%; K, = 10-359) 

















PH E,, gefunden E,, berechnet Differenz 
1,073 -+- 0,6178 + 0,6178 0,0000 
1,359 0,6012 0,6012 0,0000 
1,956 0,5665 0,5663 - 0,0002 
2,489 0,5345 0,5346 0,0001 
2,955 0,5064 0,5061 - 00,0003 
3,418 0,4762 0,4761 -- 0,0001 
3,969 0,4394 0,4387  0,0007 
4,220 0,4216 0,4218 0,0002 
4,538 09,4004 0,4010 0,0006 
5,049 0,3690 0,3693 0,0003 
5,587 0,3370 0,3372 0,0002 
5,890 0,3192 0,3195 0,0003 
6,023 0,3129 0,3117 - 0,0012 
6,871 0,2623 0,2623 0,0000 
7,492 0),2264 0),2262 ~ 0,0002 
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Diskussion der Ergebnisse. 

Wie sich aus der Figur ergibt, ist das Hgss—Chss-System 
unbedeutend stirker negativ als das Hydrochinon—Benzochinon- 
system. Im physiologischen Gebiet (bei pu etwa 7) zeigt das 
Hgss—Chss-System ein Potential von + 0,25 bis + 0,26 V auf die 
Normalwasserstoffelektrode bezogen, oder rn 22—23. Das Hgss-— 
Chss-System ist somit unter den bisher studierten biologischen 
Redoxsystemen am stirksten positiv. Es ist von Interesse fest- 
zustellen, daB bei px 7 das Potential des Hgss—Chss-Systems etwas 
positiver ist als das von 2,6-Dibrom-phenol-indophenol (£,’ = 0,22; 
ru 21), einem Farbstoff, der nach Clark®) auch bei Anwesenheit 
von Luft und Blut von allen Geweben (der Ratte) reduziert wird 
und eine Zeitlang reduziert bleibt. Das Potential des Hgss—Chss- 
Systems liegt auch ein wenig oberhalb des héchsten Potentials, 
das nach Wurmser’) in lebenden Geweben beobachtet worden ist, 
also oberhalb des hédchsten Potentialniveaus, das die Redox- 
systeme der Gewebe bei Gegenwart von Sauerstoff anscheinend 
erreichen kénnen. Dies besagt, daf die energetischen Verhialtnisse 
des Systems fiir eine schnelle Oxydation von Hgss in den Geweben 
ungiinstig sind. Von den denkbaren Wegen, auf welchen die 
Homogentisinsiiure im Organismus abgebaut werden kann, fiihrt 
einer iiber Chinonessigsiiure. Die oben angefiihrten Tatsachen 
sprechen gegen die Annahme, dai dieser Weg den Hauptweg des 
Homogentisinsiureabbaus darstellt. (Es sei hier erwaihnt, dab das 
Redoxniveau eines anderen, physiologisch viel bedeutungsvolleren 
Diphenolsystems, niémlich des von Adrenalin und seinem nachsten 
Oxydationsprodukt, etwa in derselben Region zu legen scheint 
wie das von Hgss—Chss. Wegen der Unbestandigkeit der oxy- 
dierten Form des Adrenalinsystems ist das Redoxpotential des- 
selben nicht in iiblicher Weise potentiometrisch bestimmbar. Dic 
ungefihre Lage des Redoxniveaus ergibt sich aus dem Verhalten 
des Adrenalins gegen eine Reihe von Redoxindicatoren. Adrenalin 
reduziert bei pu 7 1-Naphthol-indophenol-2-sulfonat [H)’ bei 
pu 7 =+ 0,12 V] nicht. Wenn aquivalente Mengen von Adrenalin 
und o-Kresol-indophenol [E,’ bei px 7 =+ 0,20 V] bei pa 7 zu- 
sammengebracht werden, so wird der Farbstoff rasch zu etwa 
50°/, reduziert, dann langsam entfirbt. Unter denselben Be- 
dingungen wird 2,6-Dibromphenol-indophenol [E£,’ bei pa 7 = 
+ 0,22 V] schnell zu etwa 60—70°/, reduziert, dann langsam ent- 
fiirbt, o-Chlorphenol-indophenol {F,’ bei px 7 =-+ 0,24 V] schnell 
vollstaéndig reduziert. Daraus ergibt sich fiir das Adrenalinsystem 
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wahrscheinlich ein rx von etwa 20 bei px 7, eine Tatsache, welche 
nicht ohne physiologische Bedeutung sein diirfte.) 

Die gefundenen Elektrodenpotentiale des Hgss—Chss-Systems 
gestatten auch eine Berechnung der Dissoziationskonstante der 
Chinonessigsaure und der ersten Dissoziationskonstante der Homo- 
gentisinsdure. Die allgemeine Elektrodengleichung des Systems ist: 

Rac— RT i [Homogentisinséure] _ ™ K, K, Ky 

| 2F [Chinonessigsaure } 2F Ky 
RT 
2F 
wo ly,, A.,und Ix, die erste, zweite und dritte Dissoziationskonstante 
des Hgss und Jv, die der Chss ist.*) (Beziiglich Herleitung der 
Gleichung fiir Systeme dieses T'ypus sei auf Clark’) und Micha- 
elis®) verwiesen.) Der Zusammenhang zwischen dem auf die 
Normalwasserstoffelektrode bezogenen Potential und der Wasser- 
stoffionenkonzentration wird, wenn die Redoxquote 1 ist und wenn 
wie hier, Jt, und J, im Verhiltnis zu A’, sehr klein sind, angeniihert 
wiedergegeben durch: 


(1) 


a | , | 
| + 5p M[K, K, Ky+K, Ky (H*)+K, (H+)?+(H*)3]— 5 In[Ky+(H*)] 


(2) E,, = Ey + m log [K, (Ht)? + (H*)?] — m log [Ky + (H*)], 
— me | : vn ‘s 
wo m log fiir oF In steht. (Das dritte Glied auf der rechten Seite 


von (1) ist hier in die Konstante [, einbezogen.) 

Aus der schwach §-formigen Kriimmung der I)’, px-Kurve 
bei etwa px 4, geht hervor, daB die Dissoziationskonstanten der 
beiden Séuren bei etwa 10-4 hegen. Wenn die beiden /’-Werte wie 
hier einander sehr nahe liegen, wird die graphische Bestimmung 
derselben verhaltnismaéBig ungenau. Ziemlich genau laibt sich die 
GréBe der Parallelverschiebung der /,’, px-Kurve beim Durchgang 
durch das Dissoziationsgebiet feststellen durch mehrere Beob- 
achtungen an dem geraden Teil der Kurve beiderseits dieses Ge- 
hiets. Da die genannte GroBe offenbar von der Differenz p IX, —p Ixy 
abhangig ist, laBt sich also diese Differenz verhiltnisméBig genau 
bestimmen. 

Auf der sauren Seite des Dissoziationsgebietes, wo /y, und Ay 
im Verhaltnis zu [H+] klein sind, gilt angenihert: 

(3) E, = E, +m log (H+? 





*) Die thermodynamische Ableitung der Formel fordert bekanntlich 
Aktivitaten statt Konzentrationen. In dem untersuchten py-Gebiet treten 
Hgss und Chss als einwertige, nahe gleichstarke Saiuren auf. In den hier ver- 
wendeten verdiinnten Elektrolytlésungen (etwa 0,1 m) muB daher das Ver- 
haltnis der Aktivitaten von Red und Ox sehr nahe gleich dem ihrer Konzen- 
trationen sein. 








99 Gunnar Blix, 


auf der alkalischen Seite, wo [H+] klein ist im Verhaltnis zu Ky, 
und Jt, wird 
(4) E, = E, +m log K, [H+]? — m log Ky. 

Wenn man die E,-Werte von den betreffenden Teilen der 
Kurve in die Gleichungen einsetzt und (4) von (8) subtrahiert, 
ergibt sich p IX, — p Ky = 0,64 mV. Wenn dann in (2) K,:10-°,# 
fiir IY, eingesetzt wird, findet man 

my ~ x, 
; H+)}— 10 ™ + (H+ 
Ky = { -k& | a. 
10 ™ — (H+)2+10-06 

Wenn man in diesen Ausdruck den aus (3) erhaltenen Wert fiir Ey 
einsetzt, so ergeben sich aus den fiinf im Dissoziationsgebiet beob- 
achteten ,-Werten die p [X,-Werte 3,48, 3,57, 3,48, 3,57, 3,36; 
Mittel 3,49. p I, ist also = 4,18. Die GréBe AK, wurde auBerdem 
in einem besonderen Versuche durch px-Bestimmungen mit der 
Wasserstoffelektrode bei Neutralisation der Saéure mit NaOH 
bestimmt. Aus fiinf gut iibereinstimmenden Beobachtungen ergab 
sich pK, = 4,14. Die IK, ist wegen der leichten Reduzierbarkeit 
der Chss nicht mit derselben Methode zuginglich. Mit dem Wert 
4,14 von pix, und 0,64 von pk, — p IX) wird p Ky = 8,50, was 
ja mit dem oben ausschlieBlich aus den Redoxbestimmungen 
erhaltenen Wert gut ibereinstimmt. 

Bei Bestimmung der Homogentisinsiure nach der Methode 
von Metz wird der Harn nach Alkalisierung mit Bicarbonat 
zuerst mit Jodlésung bis zur Blaufairbung der Starke versetzt. 
Dabei wird Homogentisinsiure zu Chinonessigsiure oxydiert. 
Sauert man dann stark an, so verliuft die Reaktion im um- 
gekehrten Sinne, wobei das in Freiheit gesetzte Jod mit Thio- 
sulfat titriert werden kann. Von anderen Harnbestandteilen ge- 
bundenes Jod wird beim Ansiuern nicht wieder abgespalten. Der 
Grund dieser Umkehrbarkeit der Reaktion zwischen Hgss und Jod 
wird im Lichte der obigen Redoxpotentialbestimmungen sogleich 
klar und es erhellt auch die Notwendigkeit, die empirisch fest- 
gelegten Bedingungen einzuhalten. Das pa-unabhaingige Redox- 
potential des Jod—Jodionsystems ist bei der Redoxquote eins gleich 
+ 0,54 V (auf die Normalwasserstoffelektrode bezogen). Im 
alkalischen Gebiet liegt daher das Potentialgebiet der Hgss—Chss 
unter dem des Jodsystems, in stark saurer Lésung wird das Ver- 
haltnis umgekehrt. Es ]aBt sich berechnen, da8 px wahrend der 
Titration von Hgss mit Jod fiir 99,9°/) Umsatz > etwa 5,1 und fur 








Das Oxydoreduktionssystem Homogentisinsiure—Benzochinonessigsaure. 93 


99,99°/, Umsatz > etwa 6,1 bleiben muB. Fiir 99,9°/, Umsatz in 
der umgekehrten Richtung ist ein px von < etwa — 0,6 und fiir 
99,99°/, Umsatz ein px von <— 1,2 erforderlich. 


Zusammenfassung. 


Die Elektrodenpotentiale des Redoxsystems Homogentisin- 
siure-Benzochinonessigséure wurden im pu-Gebiet 1,1—7,5_ be- 
stimmt. Das Potential dieses Systems ist stirker positiv als irgend- 
cines der bisher untersuchten biologischen Redoxsysteme; es liegt 
im physiologischen px-Gebiet bei + 0,25 bis + 0,26 V (ry 22—23). 
Dieses Ergebnis gibt Grund zu der Annahme, daB der Hauptweg 
des physiologischen Homogentisinsiiureabbaus nicht iiber Chinon- 
essigsdure fiihrt. — Aus den Redoxmessungen wurden Werte fiir 
die erste Dissoziationskonstante der Homogentisinsiiure und fiir 
die Dissoziationskonstante der Chinonessigsiure berechnet. 
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Kritische Nacharbeitung der neueren Arbeiten 
iiber das Vitamin C.’) 
Von 
Erwin Ott und Kurt Packendorff. 


(Aus dem Laboratorium fiir organische und pharmazeutische Chemie 
der Technischen Hochschule Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Juli 1932.) 


Vor einiger Zeit erschien in dieser Zeitschrift eine Publikation von 
Rygh’*), in der der Verfasser die Isolierung einer krystallinen Verbindung 
aus vegetabilischem Material, das als reichhaltige Vitamin-C-Quelle langst 
bekannt war, beschreibt; diese krystalline Verbindung wurde als Narkotin 
erkannt und im Tierversuch als antiskorbutisch wirksam befunden. Die 
Tatsache, daB unreife Friichte (Orangen) stets bessere Ausbeuten an Narkotin 
lieferten als reife Friichte, wurde so gedeutet, daB das Narkotin als 
Provitamin aufzufassen sei, das erst im Laufe des Reifungsprozesses zu dem 
eigentlichen Vitamin C umgeformt wird. Diese Theorie erhielt durch die 
Beobachtung eine Stiitze, daB unreife Friichte zwar antiskorbutisch wirksam 
sind, jedoch nicht in dem MaBe wie vollkommen ausgereifte Friichte. Ry gh 
untersuchte deshalb einige Abbauprodukte des Narkotins auf ihre anti- 
skorbutische Wirksamkeit und fand, dafi ein Orthodiphenol, Methylnor- 
narkotin, am wirksamsten sei. Tagesdosen von 10—20 y sollten im- 
stande sein, skorbutkranke Meerschweinchen yollkommen zu heilen, bzw. 
das Auftreten der Krankheit zu verhiiten. Um so auffallender ist die Tat- 
sache, daB die Versuchstiere nach kurzer Fiitterungsdauer eingingen, ohne 
indessen irgendweleche wahrnehmbare Zeichen einer Skorbuterkrankung 
zu zeigen. 

Ganz andere Resultate erzielten Zilva‘*) einerseits und Tillmans‘) 
andererseits, bei Untersuchungen iiber das Vitamin C. Diese Forscher 
gelangten zu auBerordentlich stark reduzierend wirkenden Konzentraten, 
die zwar nie krystallisierten, dafiir aber imstande waren, die Versuchs- 
tiere nicht nur von Skorbut zu heilen und davor zu schiitzen, sondern den 
Tieren auch das Leben zu erhalten, so dab die Versuchstiere sogar bei 


einer Skorbutdiit an Gewicht zunahmen. 


') Vorgetragen von K. Packendorf auf der Versammlung der Siid- 
westdeutschen Chemiedozenten in Heidelberg am 1. Mai 1932. 

*) Ottar und Aagot Rygh, Diese Z. 204, 105 (1932). 

8) Biochemie. J. 17, 410 (1923); 18, 638 (1924); 19, 589 (1925); 20, 519 
(1926); 21, 689 (1927); 22, 779 (192§). 

‘) Z. f. U. N. 63, 1, 21, 241, 276 (1932). 
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Angesichts dieser Widerspriiche erschien es wiinschenswert, 
die bisherigen Versuche zu iiberpriifen. Diese Arbeit wurde da- 
durch erleichtert, daB es Tillmans gelungen war, eine Titrations- 
methode fiir das Vitamin C auszuarbeiten, die den Experimentator 
weitgehend von Tierversuchen unabhiingig macht, sofern es darauf 
ankommt festzustellen, ob eine Lésung Vitamin C-haltig ist, und 
in welchem MaBe. 

Als Ausgangsmaterial wurden Citronen gewiihlt. Der Preb- 
saft aus den nicht geschilten Friichten wurde in bekannter 
Weise mit Calciumcarbonat decitriert, im Vakuum konzentriert 
und nach genauer Neutralisation gegeniiber Lackmus, mit 
Ather extrahiert. Die Extrakte hinterlieBen, wie Rygh angibt, 
ein Ol, das mehr oder weniger stark yon Krystallen durchsetzt 
war, Es zeigte sich bald, daB die Ausbeute an _ ,,krystallinem 
Stoff* sehr starken Wechseln unterworfen war. In einem Fall 
gelang es, aus 600 Citronen etwa 600 mg Rohprodukt zu isolieren, 
das nach dem Umkrystallisieren den Schmelzp. 172° zeigte, mit 
Narkotin keine Schmelzpunktsdepression gab und die spezitische 
Drehung [@]iiy gen — 197° hatte. Demnach ist die Verbindung 
mit Narkotin identisch.') In anderen Fiillen war die Ausbeute 
an Narkotin viel geringer. Zuweilen wurde kein Narkotin er- 
halten, trotzdem die Friichte derselben Herkunft und die Arbeits- 
methoden dieselben waren. Dafiir konnte dann ein Stoff isoliert 
werden, der in Nadeln krystallisiert und der bei 121° schmilzt. 
Diese Verbindung reagierte neutral, war stark methoxylhaltig, 
enthielt jedoch keinen Stickstoff. Uber seine Konstitution kann 
nichts ausgesagt werden. 

Die dligen Riickstinde der Atherextrakte, aus denen das 
Narkotin krystallisiert war, besaBen kein Reduktionsvermigen 
gegeniiber dem Indikator von Tillmans, ebensowenig wie es 
Narkotin bzw. ,Methylnornarkotin“, die von Rygh untersucht 
worden waren, zeigten. 

Tillmans hatte festgestellt, da& die antiskorbutische Wirk- 
samkeit nur solchen Praparaten zukommt, die Reduktionsvermigen 
besitzen, d. h. Dichlorindophenollésungen zu entfiirben vermigen 
die Reaktion darf nur in schwach essigsaurer Lisung ausgefiihrt 
werden), Diese Eigenschaft besaB der wiibrige Extraktionsriick- 
stand yon der Atherextraktion. Deshalb wurde dieser Riickstand 


1) Die Verbindung gab auch die fiir Narkotin beschriebenen Farb- 
reaktionen. 
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niiher untersucht. Nach den Erfahrungen T1illmans’ ist die redu- 
zierend wirkende Verbindung in Methyliithylketon léslich, aus wel- 
chem Grunde eine Extraktion der mit Mineralsiiure angesiiuerten 
Extraktionsriickstiinde mit Methylithylketon im Vakuum!) vorge- 
nommen wurde, 

Es erwies sich jedoch als vorteilhafter, die reduzierend 
wirkende Verbindung durch Fillen mit Bleiacetat anzureichern. 
Auf eine eingehende Beschreibung kann verzichtet werden, da 
dieselben in den Arbeiten von Tillmans und Zilva eingehend 
beschrieben ist. Es gelang nicht, die Verbindung, deren Menge 
nur etwa 50 mg (aus 600 Citronen) betrug, krystallin zu erhalten, 
jedoch konnten die Befunde von Tillmans und Zilva iiber che- 
mische Kigenschaften des Stoffes, voll bestiitigt werden. Auf eine 
weitere Untersuchung wurde verzichtet, da inzwischen von Szent- 
Gyo6rgyi?*) ein krystalliner Stoff, vom Autor als Hexuronsiiure be- 
zeichnet, aus Orangen und Weifkohl*) isohert worden ist, der im 
Tierversuch eine auBerordentlich starke antiskorbutische Wirksam- 
keit besitzt. Diese Verbindung diirfte mit dem Vitamin C iden- 
tisch sein, weil sie durch Sauerstoff irreversibel oxydiert wird, 
eine Kigenschaft, die auch den Konzentraten zukommt, die von 
andern Autoren untersucht wurden. Die groBe physiologische 
Bedeutung des Stoffes geht daraus hervor, daB es Szent-Gyoérgyi 
(schon 1927) gelang, diese Hexuronsiiure aus der Nebennieren 4)- 
rinde zu isolieren. 

Zum Vergleich der Reaktionen des yon uns aus den Citronen 
dargestellten, stark reduzierenden Sirups mit synthetischen Pro- 
dukten wurden Hexuronsiiuren nach den Angaben yon H. Kili- 
ani®) und von T. Kitasato®) aus Glucose und Mannose dar- 
gestellt. Diese Produkte zeigten durchaus das gleiche che- 
mische Verhalten. Ihre Priifung im Tierversuch ist im Gange. 


1) Kin Extraktionsapparat der Fa. Greiner & Friedrichs wurde evakuiert 
und durch einen Glashahn abgesperrt, Siedesteine sorgen fiir stoBfreies 
Sieden. 

*) Nature, April 1932. 

) Szent-Gyérgyi, Biochemic. J. 22, 1387 (1928). 

*) Nature 119, 782 (1927). 

°) Ber. chem. Ges. 54, 456 (1921); 55, 75, 2817 (1922); 56, 2016 (1923); 
5S, 2344 (1925); 59, 1469 (1926). 

°) Biochem. Z. 207, 217 (1929). 











